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Les dommages cérébraux survenant durant la période périnatale sont associés à 
plusieurs pathologies neurodéveloppementales, dont les encéphalopathies néonatales. Ces 
lésions résultent d’agressions hypoxiques-ischémiques (HI) et infectieuses survenant durant 
une étape cruciale du développement cérébral. Le seul traitement disponible pour diminuer 
l’impact de ces agressions sur le neurodéveloppement de l'enfant est l’hypothermie. Les 
deux types d’agressions ont un facteur commun, l’inflammation, et surtout la production de 
cytokines pro-inflammatoires telle que l’interleukine (IL)-1. Bien que l'association entre 
l'expression d'IL-1 et la modulation du développement cérébral soit connue, le lien de cause 
à effet entre les deux est encore méconnue. Ceci est dû, entre autres, à l'utilisation de 
nombreux modèles expérimentaux manquant souvent de pertinence avec ce qui est observé 
en clinique. 
Dans le but de comprendre le rôle de l’IL-1 dans les dommages cérébraux 
périnataux du nouveau-né à terme, nous avons fait la caractérisation anatomique et 
fonctionnelle d’un modèle animal combinant les deux types d’agressions les plus 
fréquemment rencontrées chez l’humain, afin d’en établir la concordance par rapport à la 
pathologie humaine. À l’aide de ce modèle, nous avons ensuite démontré que le système de 
l’IL-1 était au cœur de la pathophysiologie. De plus, nous avons montré que le stade de 
développement cérébral correspondant au nouveau-né à terme comporte des différences par 
rapport à l’adulte et au nouveau-né prématuré dans les composantes inflammatoires 
exprimées et par le type cellulaire exprimant ces composantes. En inhibant le système de 
l’IL-1, nous avons démontré le lien causal entre l’expression de l’IL-1 et la survenue de 
dommages cérébraux ainsi que son impact sur la motricité des animaux via l'administration 
de l'antagoniste du récepteur de l'IL-1 (IL-1Ra). Nous avons démontré le potentiel 
thérapeutique post-natal de l’IL-1ra administré directement aux animaux lors de 
l’agression. 
 En conclusion, les travaux présentés dans cette thèse démontrent le rôle central de 
l’IL-1 dans la genèse des lésions cérébrales périnatales suite à une agression de type HI et 
infectieuse/inflammatoire ainsi que le potentiel thérapeutique de l'administration post-natal 
de l'IL-1Ra dans un modèle animal correspondant au nouveau-né à terme.  
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1 INTRODUCTION 
 
1.1 Encéphalopathies néonatales à terme 
 
 L’encéphalopathie néonatale (EN) est un syndrome hétérogène sur le plan causal 
mais qui est caractérisé  par une défaillance du système nerveux central chez les nouveau-
nés (Ferriero and Koch 1985). 
 
1.1.1 Définitions, épidémiologie, symptômes cliniques et facteurs de risques 
 
1.1.1.1 Définitions 
 Le terme EN est le plus utilisé pour décrire les anomalies du système nerveux 
central qui se manifestent chez le nouveau-né à terme (naissance après la 37
e
 semaine de 
gestation), durant la période néonatale, soit entre la naissance et le 28
e
 jour de vie (Ferriero 
and Koch 1985). Il a remplacé le terme encéphalopathie hypoxique ischémique (EHI) qui a 
été longtemps utilisé pour désigner abusivement la plupart des situations de détresse 
néonatale associées à une dépression cardio-respiratoire à la naissance (Ferriero and Koch 
1985).Or, il est maintenant bien démontré que ce type de dépression néonatale peut être la 
conséquence d’agressions ante ou per-natales variées, sans forcément jouer un rôle dans la 
genèse des lésions cérébrales, ou seulement un rôle secondaire (Badawi et al. 1998). 
L’élargissement physiopathologique du cadre défini par le terme EN a permis de mieux 
reconnaître la multiplicité des mécanismes qui la sous-tendent, et aussi de limiter les 
problèmes médicolégaux obstétricaux résultant d’une exagération des diagnostics d’HI 
potentiellement  prévenus par certains traitements tel que la césarienne (Nelson 2002). 
L’EN est le plus souvent présente dès les premiers instants de vie et se prolonge pendant 
une durée variable (Ferriero and Koch 1985; Leviton et al. 2011).  
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1.1.1.2 Symptômes 
 
 Les nouveau-nés atteints d’EN ont un niveau de conscience altéré (hyper alerte, 
léthargique, irritable, obnubilé), des difficultés alimentaires et respiratoires, un faible tonus 
et des activités épileptiques (Wu et al. 2004). Ces signes cliniques ne sont pas spécifiques 
d’un mécanisme particulier, ante-, per-, ou post-natal (Goldaber et al. 1991). Malgré ce 
manque de spécificité, ce cadre général d’EN est utile car il couvre la grande hétérogénéité, 
unique ou multiple (Goldaber et al. 1991). Ces causes sont par ailleurs difficiles à définir au 
cas par cas. Autrement dit, une fraction importante des patients souffrant EN reste sans 
diagnostique évident ou avec un ou une combinaison présumé (Wu et al. 2004). Un effort 
de recherche clinique mené actuellement par les obstétriciens et les pédiatres pour définir 
les critères diagnostiques assignant une cause ou une combinaison de causes à chaque 
enfant présentant une EN (ACOG, (2005)). Il faut donc comprendre qu’actuellement les 
causes restent difficiles voire impossibles à définir. Néanmoins, ces efforts de clarification 
de mécanismes physiopathologiques conduisant à l’encéphalopathie néonatale ont permis 
d’établir des critères pour une sous-catégorie qui est l’EHI (soit 10% à 30% des 
encéphalopathies néonatales ACOG, (2005)). Ces critères diagnostiques sont présentés 
dans le tableau 1. Comme décrit dans le tableau, il existe des critères suggérant un épisode 
d’HI sans être la cause absolue des déficits cérébraux. Les bradycardies fœtales et un faible 
score d’APGAR (score de santé du nouveau-né, on note la couleur de la peau, le rythme 
cardiaque, les réflexes, le tonus musculaire et la respiration de 0 = problématique à 2 = bien 
pour un total de 10) à 5 minutes (entre 0-3) sont des événements démontrant la présence 
d’un épisode d’HI sans pour autant éliminer d’autres causes (ACOG, (2005)). Les critères 
d’exclusivité de l’HI sont très strictes et doivent être tous rencontrés. De plus, certains 
nouveau-nés atteints d’EN peuvent décéder avant même de démontrer des signes cliniques 
d’encéphalopathie, ce qui rend le critère diagnostique plus difficile (Goldaber et al. 1991). 
Finalement, les manifestations d’une agression HI varient selon plusieurs facteurs : atteinte 
du système nerveux centrale pendant l’agression, propriété physiologiques des populations 
cellulaires, présence de facteurs protecteurs (endogène) insulte secondaire résultant de 
l’agression (œdème cérébral, reperfusion, hémorragie, etc.) (Goldaber et al. 1991). 
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Tableau 1 : Critères d’association exclusif à l’hypoxie. Ces critères sont diagnostiqués à 
la naissance et doivent être tous rencontrés afin de porter un diagnostic d’EHI. Adapté de 
(Hankins et al. 2003) 
 
 
 
1.1.1.3 Évolution clinique à long terme de l’EN 
 Certains de ces patients récupèrent et ne conservent aucune séquelle (Nelson 2002). 
D’autres conservent des degrés variables de difficultés cognitives comportementales ou 
motrices (Nelson 2002). Les difficultés motrices sont regroupées sous le diagnostic de 
paralysie cérébrale (Nelson 2002). La paralysie cérébrale est une série de désordres 
neurologiques résultant en un contrôle aberrent du mouvement et de la posture se 
manifestant tôt après la naissance indépendamment de maladies progressives (Nelson 
2002). L’incidence de la paralysie cérébrale reste stable malgré l’amélioration des soins 
périnataux (voir figure 1) (Hankins and Speer 2003). 
3. Score d'Apgar de 0-3 après 5 min
4. Imagerie cérébrale démontrant des anomalies 
non focales précoces
4. Exclusion d'autres étiologies telles que les 
traumas, désordres coagulatoires, désordres 
génétiques ou infections
B. Critères suggérants une agression intrapartum, 
mais non spécifique à l'asphyxie
1. Une agression hypoxique sentinel avant ou 
durant l'accouchement
2. Bradycardie fœtal spontanée ou une absence de 
variabilité du rythme cardiaque avec la présence de 
décélérations cardiaques persistantes suite à une 
hypoxie sentinelle
Critères de définition d'une agression hypoxique 
intrapartum suffisante pour causer la paralysie 
cérébrale
A. Critères essentiels (doivent être tous rencontrés)
1. Présence d'une acidose métabolique dans le sang 
de cordon prélevé à la naissance (pH<7)
2. Apparition précoce d'EN modérée ou sévère chez 
les enfants nés à 34 semaines ou plus
3. Paralysie cérébrale de type spastique, 
quadraplégique ou diskinetique
13 
 
 
Figure 1 : Prévalence des césariennes et incidence de la paralysie cérébrale en 
Amérique du Nord. Malgré une augmentation de la qualité des soins périnataux, aucune 
diminution de l’incidence des paralysies cérébrales n’a été observée au cours des 40 
dernières années. Adapté de (Nelson 2002). 
 
 
 
1.1.1.4 Épidémiologie et facteurs de risques 
 La fréquence des EN est de 4-8/1000 naissances (Badawi et al. 1998). Le terme EN 
ne désigne pas une physiopathologie particulière puisque les différents mécanismes 
d’agressions pouvant mener à un déficit du système nerveux central sont variés et en partie 
méconnus (Ferriero and Koch 1985; Leviton et al. 2011).  
 Il existe trois catégories d’agressions associées à une EN :  
- agressions antepartum (avant l’accouchement),  
- agressions intrapartum (pendant l’accouchement)  
- agressions postpartum (immédiatement après la naissance).  
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1.1.1.4.1 Agressions antepartum 
 La majorité des cas d’EN sont associées à une agression antepartum (voir figure 2) 
(Badawi et al. 1998; Locatelli et al. 2010). Les affections survenant pendant la grossesse 
telles que les infections, la fièvre maternelle, antécédents de crises d’épilepsie sans fièvre 
ou autres désordres neurologiques, de traitement contre l’infertilité ou les désordres de la 
thyroïde sont identifiés par des études épidémiologiques rétrospectives comme des facteurs 
de risque d’encéphalopathie néonatale (Badawi et al. 1998; Hankins and Speer 2003).  La 
pré-éclampsie (i.e. hypertension artérielle et atteinte rénale de fin de gestation), la 
chorioamnionite (i.e. infection/inflammation du placenta, des membranes et du liquide 
amniotique), les thromboses et infarctus placentaires, les décollements placentaires, la 
rupture prolongée des membranes, ou la grossesse trop longue (> 41 semaines de 
gestations) sont des facteurs de risque placentaire d’encéphalopathie néonatale (McDonald 
et al. 2004; Redline 2005). Le retard de croissance utérin est considéré comme un facteur 
de risque fœtal d’EN (Badawi et al. 1998; Locatelli et al. 2010). De tous ces facteurs, le 
retard de croissance utérin est celui dont le risque relatif est le plus haut, soit 38.2 (Badawi 
et al. 1998; Hankins and Speer 2003). La majorité de ces facteurs a pour effet une 
diminution du débit sanguin ou de l’apport en oxygène au cerveau fœtal et résultent en une 
agression de type hypoxique/ischémique (HI) (Badawi et al. 1998; Hankins and Speer 
2003).  
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Figure 2 : Importance relative des différentes agressions antepartum dans l’EN. Une 
grande partie des cas d’EN sont attribuables à des agressions intrapartum, alors que 
seulement 4% des cas d’EN peuvent être attribués à une agression de type HI seule. Adapté 
de (Badawi et al. 1998; Locatelli et al. 2010). 
 
 
 
1.1.1.4.2 Agressions intrapartum 
 Il s’agit principalement de complications aigues de l’accouchement, souvent aussi 
désignées sous le terme d’évènement sentinelle, tel que rupture utérine, décollement 
placentaire, procidence et compression du cordon, ou hémorragie maternelle (Badawi et al. 
1998; Nelson 2009; Martinez-Biarge et al. 2013). Ces événements aigus sont les facteurs 
avec le plus haut risque relatif mais sont recensés dans seulement 8-10% des cas d’EN 
(Badawi et al. 1998). Le défaut de variabilité (fluctuation) du rythme cardiaque fœtal, les 
ralentissements du rythme cardiaque fœtal se prolongeant au-delà des contractions utérines, 
sont des facteurs de risque enregistrés par la surveillance continue du cœur fœtal pendant 
l’accouchement (Nelson 2009; Martinez-Biarge et al. 2013). Leur survenue entraîne 
souvent une extraction rapide par césarienne afin de protéger le cerveau fœtal (Nelson 
2009). De ce fait, 30% des naissances ont lieu actuellement par césarienne en Amérique du 
Nord (Nelson 2002). Or, la valeur préventive des lésions cérébrales de la césarienne est 
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discutée, les bradycardies fœtales reflétant possiblement les effets d’agressions antepartum, 
notamment infectieuses, plutôt que des anomalies primitives responsables de l’entièreté des 
dommages cérébraux, même si elles peuvent y contribuer (Lieberman et al. 2000). 
 
 Les pathologies inflammatoires exercent donc leurs effets néfastes avant la 
naissance et augmentent le risque d’asphyxie et de dépression cardiaque périnatale 
(hypoxie/ischémie) et d’encéphalopathies néonatales (voir figure 3) (Lieberman et al. 
2000). Une interaction entre les événements inflammatoires, comme la chorioamnionite, et 
un épisode inflammatoire antepartum et une HI intrapartum a été reconnue comme une 
cause majeure des dommages cérébraux chez les nouveau-nés (Wu et al. 2003; Aly et al. 
2006). C’est cette séquence à la fois la plus fréquente, et la plus agressive pour le cerveau 
que nous avons appliquée à notre modèle expérimental d’EN et séquelles à long terme 
subséquentes. 
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Figure 3 : Combinaison inflammation/infection et hypoxie/ischémie sur les 
encéphalopathies. Un faible score d’Apgar est un signe d’épisode HI. Ce score peut 
devenir un facteur confondant lorsque la mère a une infection lors de l’accouchement. Ceci 
démontre une implication de l’infection/inflammation dans les épisodes HI. Adapté de 
(Grether and Nelson 1997). 
 
 
 
 
1.1.1.4.3 Agressions postpartum 
 
 Les infections néonatales (méningites), les épisodes ischémiques (accident 
vasculaire cérébral (AVC) néonatal, arrêt cardiaque) ou hypoxiques/ischémiques 
(difficultés cardio-respiratoires), les traumatismes obstétricaux, ou les troubles 
métaboliques (principalement, hypoglycémie, hypocalcémie, hyperbilirubinèmie, 
hyponatrèmie)  sont des facteurs de risque ou des causes survenant dans le postpartum (voir 
figure 4, 5) (Khong et al. 2003). Près d’un nouveau-né sur 4000 sera atteint d’un AVC 
néonatal tandis que 0.3 nouveau-né sur 1000 contractera une méningite (Khong et al. 
2003). De 70% à 80% de ces méningites sont imputables au streptocoque de groupe B, 
Escherichia coli et Listeria monocytogenes (Khong et al. 2003). 
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Figure 4 : Facteurs ante- intra- et post-partum associées aux EN dans une population 
de 164 patients d’âge gestationnel de plus de 36 semaines. Le retard de croissance intra-
utérin au 3
e
 trimestre est le facteur de risque le plus important pour l’EN. On retrouve la 
présence de différents facteurs inflammatoires parmi les plus importants. Adapté de 
(Badawi et al. 1998; Hankins and Speer 2003). 
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Figure 5 : L’impact neurotoxique de l’hypoxie/ischémie est potentialisé par le 
lipopolysaccharide dans un modèle préclinique. L’inflammation causée par la présence 
du LPS potentialise la réaction inflammatoire et les dommages neurologiques causés par 
une agression de type HI (Roy et al. 2009). 
 
 
 
 
 J’ai choisi d’étudier cette combinaison de facteurs dans mon travail de recherche 
doctoral dans un premier modèle animal (rat) préclinique à double détente (HI + 
infection/inflammation) mis au point dans notre laboratoire en collaboration avec Karine 
Lavoie (Savard et al. 2013). 
 
 
1.1.2 Caractéristiques neuropathologiques spécifiques du nouveau-né à terme atteint 
d’EN  
 
 Les nouveau-nés à terme atteints d’EN ont des dommages cérébraux très étendus 
(Yager and Ashwal 2009). On observe une atteinte de la substance grise corticale et sous-
corticale avec des lésions de la substance blanche et des noyaux gris de la base (voir figure 
6) (Yager and Ashwal 2009).  
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Figure 6 : Histopathologie et aspect radiologique de cerveaux de nouveau-nés à terme 
atteints d’EN. Les nouveau-nés à terme atteint d’EN ont des dommages étendus de la zone 
corticale, sous-corticale, de la substance blanche et des noyaux gris de la base (A, B, têtes 
de flèches noires et flèches blanches) (Yager and Ashwal 2009). Les nouveau-nés 
prématurés atteints de dommages cérébraux néonataux ont des lésions focales de la 
substance blanche périventriculaire (leucomalacies périventriculaires) (C, D, flèches 
noires). Adapté de (Volpe 2009). 
 
  
 
 
 Les nouveau-nés prématurés (<37 semaines de gestation) atteints de dommages 
cérébraux périnatales ont une présentation clinique très discrète ne rencontrant pas les 
symptômes de l’encéphalopathie néonatale qui ne s’applique pas avant 36 semaines de 
gestation (Volpe 2009).  Les nouveau-nés prématurés ont des patrons de dommages 
cérébraux particuliers (Volpe 2009). Les dommages les plus fréquents sont les 
leucomalacies périventriculaires (Volpe 2009). Les leucomalacies périventriculaires sont 
A B 
C D 
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des lésions focales (peu étendues) siégeant principalement dans la substance blanche située 
autour du ventricule, contrairement aux dommages affectant plus la substance grise 
corticale et des noyaux gris de la base chez les nouveau-nés à terme (Volpe 2009). Ces 
lésions ont pour conséquence principale d’affecter la motricité des personnes atteintes 
(paralysie cérébrale) (Volpe 2009).  
 
1.1.3 Ressources thérapeutiques 
 Les mesures de support général sont importantes et contribuent probablement à 
alléger les séquelles (Shankaran 2012). Il s’agit de maintenir une température corporelle 
optimale (incubateur, voir figure 7) l’hydratation et l’apport calorique des nouveau-nés, 
d’assurer une oxygénation optimale, éventuellement en recourant à la ventilation 
mécanique, et de soutenir l’activité cardiaque (drogues ionotropes, maintien de la volémie) 
si nécessaire (Shankaran 2012). La prévention de l’hypoglycémie, de l’hyperbilirubinémie 
sont aussi des mesures cruciales (Hankins et al. 2003). 
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Figure 7 : Monitoring des nouveau-nés. Nouveau-né placé en incubateur pour maintenir 
la température, administrer les traitements (ictère), surveiller le cœur fœtal et la saturation 
en O2 (http://www.lookfordiagnosis.com/) 
 
 
 
1.1.3.1 Thérapie de l’EN par hypothermie 
 Avant la mise en place des ressources thérapeutiques, les seuls soins prodigués 
étaient les soins de supports intensifs néonataux; soit la réanimation cardiorespiratoire 
visant la stabilisation hémodynamique et pulmonaire, la stabilisation métabolique 
(glucose), le maintien d’une température corporelle adéquate (incubateur), le traitement des 
crises d’épilepsie et le monitoring et éventuelles corrections d’autres fonctions d’organes 
vitaux tels que glandes endocrines, fonctions rénales, métabolisme phosphocalcique  
(Shankaran 2012). Six études majeures randomisées contrôlées ont été effectuées dans les 
années 2000 sur les effets bénéfiques de l’hypothermie dans la prévention des EN 
(Gluckman et al. 2005; Shankaran et al. 2005; Azzopardi et al. 2009; Simbruner et al. 2010; 
Zhou et al. 2010; Jacobs et al. 2011). Les six études ont utilisé deux différentes méthodes 
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de refroidissement : le selective head cooling (seulement la tête est placée en hypothermie) 
et le whole-body hypothermia (le corps en entier est placé en hypothermie). Aucune 
différence significative n’a été observée entre les deux méthodes (Gluckman et al. 2005; 
Zhou et al. 2010). Les résultats obtenus ont été observés sur la survie des nouveau-nés et 
les handicapes. Dans les six études, on voit la présence d’un groupe critique, soit les 
nouveau-nés atteints d’encéphalopathies modérées à sévères (voir tableau 2) (Gluckman et 
al. 2005). On observe une faible diminution des nouveau-nés décédés ou handicapés suite 
au traitement avec l’hypothermie, voir tableau 2 (Gluckman et al. 2005; Tagin et al. 2012). 
Les effets les plus convaincants ont été vus sur les nouveau-nés atteints d’encéphalopathies 
légères (Gluckman et al. 2005).  
 
Tableau 2 : Meta-analyse du traitement par hypothermie montrant des effets partiels 
sur les nouveau-nés atteints d’EN modérée à sévère. Adapté de (Tagin et al. 2012).  
 
 
Étude
Groupe modéré Incident Total Incident Total
Azzoparadi et al, 2009 20 65 30 67
Gluckman et al, 2005 28 62 39 69
Gunn et al, 1998 4 10 1 5
Jacobs et al, 2011 26 61 34 51
Shankaran et al, 2005 22 69 30 63
Simbruner et al, 2010 6 19 9 15
Zhou et al, 2010 9 41 19 41
Total 115 327 162 311
% d'incident 35,2 52,1
Groupe sévère Incident Total Incident Total
Azzoparadi et al, 2009 54 98 56 95
Gluckman et al, 2005 28 40 32 35
Gunn et al, 1998 2 3 3 3
Jacobs et al, 2011 25 30 24 27
Shankaran et al, 2005 23 32 34 40
Simbruner et al, 2010 21 34 39 43
Zhou et al, 2010 22 38 27 35
Total 175 275 215 278
% d'incident 63,6 77,3
Hypothermie Normothermie
Hypothermie Normothermie
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 Suite à ces études, l’hypothermie est devenue depuis 2011 le traitement standard des 
nouveau-nés suspectés d’être atteint d’EN (Shankaran 2012). Le traitement consiste en une 
prise en charge du nouveau-né moins de 24h après l’agression. Le nouveau-né est placé en 
hypothermie (whole-body hypothermia) à 32-33
o
C (Shankaran 2012). Les mécanismes 
neuroprotecteurs connus de l’hypothermie sont une baisse du métabolisme et de 
l’utilisation de l’énergie, une diminution de l’accumulation d’acides aminés neurotoxiques 
(glutamate), une inhibition de certaines cascades inflammatoires - dont principalement : 
espèces réactive de l’azote (RNS), espèces réactives de l’oxygène (ROS), facteur 
d’activation des plaquettes (PAF), des cytokines pro-inflammatoires, et une inhibition de 
voies de l’apoptose et de la nécrose (Shankaran 2012). Cependant, le faible impact de 
l’hypothermie sur le groupe le plus critique de nouveau-nés (modérées à sévères) atteints 
d’EN a obligé les chercheurs et les cliniciens à se pencher sur une thérapie concomitante à 
l’hypothermie afin de diminuer les impacts des EN sur la survie et les handicapes des 
nouveau-nés (Shankaran 2012). 
 
1.1.3.2 Autres essais thérapeutiques  
 
 Puisque l’hypothermie diminue l’impact de l’EN de seulement 11% par rapport au 
groupe sans hypothermie, d’autres thérapies, conjointes à l’hypothermie, ont été étudiées 
afin de diminuer le fardeau de l’EN sur les familles et la société (Robertson et al. 2012). 
Plusieurs traitements ont été étudiés sous différents critères d’évaluation afin de déterminer 
les meilleurs (voir tableau 3) (Robertson et al. 2012). Aucune de ces thérapies n’est donnée 
présentement dû au manque de connaissance des interactions entre le traitement et 
l’hypothermie (Robertson et al. 2012). 
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Tableau 3 : Agents neuroprotecteurs potentiels dans le traitement des EN : synthèse 
des essais précliniques et cliniques thérapeutiques effectués à terme. Ces molécules ont 
été étudiées dans différents modèles précliniques (rongeurs) afin de vérifier leur potentiel 
neuroprotecteur. Certains sont utilisés chez l’homme pour d’autres troubles ou font partie 
d’études cliniques de phase I et II. Aucune n’est encore utilisée en combinaison avec 
l’hypothermie chez l’humain (Robertson et al. 2012). Chaque caractéristique est notée avec 
une note sur 10, 0 étant défavorable et 10 étant très favorable. 
 
 
 
 
 La mélatonine est un antioxydant et un anti-apoptotique lipophile qui peut traverser 
les différentes membranes (Okatani et al. 1998; Luchetti et al. 2010). Une dose de 0.005 
mg/kg est neuroprotectrice chez la souris et une dose de 200 mg/kg administrée chez la rate 
gestante n’a aucun effet néfaste sur la rate et sa portée (Jahnke et al. 1999; Husson et al. 
2002). Aucune étude clinique n’a encore été faite sur les nouveau-nés atteints d’EN. 
 
 L’érythropoïétine (EPO) est une hormone qui agit comme facteur de croissance des 
globules rouges (Steensma 2007). Le récepteur de l’EPO (EPOR) est présent sur les 
neurones corticaux et de l’hippocampe et, suite à l’hypoxie, une forte réponse de l’ARNm 
de l’EPO est induite dans les neurones (Robertson et al. 2012). Des essais cliniques ont 
démontré que l’utilisation de l’EPO sur une cohorte de nouveau-nés atteints d’EN réduisait 
la mortalité dans le groupe modéré, mais n’avait aucun effet dans le groupe sévère (Zhu et 
Administration Dose
Effets 
indésirables
Effets 
tératologiques/ 
neurodégénératifs
Bienfaits
Approuvé 
FDA
Score total 
(max 50)
rang (% 
score)
Mélatonine 10 7 10 10 8 oui 45 1 (90%)
Epo 10 7 8 10 8 oui 43 2 (86%)
NAC 10 7 10 10 3 oui 40 3 (80%)
Peptides 
mimétiques 
de l'EPO
10 7 8 7 6 non 38 4 (76%)
Allopurinol 7 8 8 10 3 oui 36 5 (72%)
Xenon 4 6 8 8 8 non 34 6 (68%)
Resveratrol 8 5 4 10 6 oui 33 7 (66%)
Vitamines C 
et E
9 6 6 8 4 oui 33 7 (66%)
Memantine 3 5 6 10 3 oui 27 8 (54%)
Topiramate 4 4 5 9 3 oui 25 9 (50%)
Antagoniste 
du récepteur 
A2A de 
l'adénosine
5 5 8 2 5 non 25 9 (50%)
Inhibiteurs 
de nNOS
1 1 1 1 1 non 5 10 (10%)
BH4 1 1 1 1 1 oui 5 10 (10%)
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al. 2009). L’EPO apporte son lot d’effets secondaire comme les rétinopathies, 
l’hypertension, les risques de coagulation, les hémangiomes et l’interférence avec le 
développement neuronal (Xiong et al. 2011). C’est pourquoi les scientifiques essaient de 
développer des protéines mimétiques de L’EPO. De plus, en modifiant certains 
groupements sur la protéine, on peut lui permettre de traverser les membranes plus 
facilement (Robertson et al. 2012). 
 
 Le N-Acétylcystéine (NAC), est un précurseur de la glutathionne et agit comme un 
antioxydant et/ou comme un éboueur des radicaux libres de l’oxygène (Robertson et al. 
2012). La dose utile neuroprotectrice n’est pas encore connue (Robertson et al. 2012). Le 
NAC provoque cependant des réactions anaphylactiques (rash, prurit, œdème de Quincke, 
bronchospasme, tachycardie et hypotension) qui limitent l’utilisation chez l’homme (Heard 
2008). 
 
 L’allopurinol est un inhibiteur de la xanthine oxydase, une source importante de 
ROS (Robertson et al. 2012). L’homme, comparé aux rongeurs, possède peu de xanthine 
oxydase circulant dans le sang (Robertson et al. 2012). Cependant, des études ont 
démontrées des effets bénéfiques de l’allopurinol chez l’adulte et l’enfant (Johnson et al. 
1991; Clancy et al. 2001). En forte dose (>10 mg/kg), l’allopurinol diminue les dommages 
causé par la reperfusion lors de pontage coronaire (Johnson et al. 1991). Chez les enfants 
atteints du syndrome d’hypoplasie du cœur gauche, un prétraitement avec l’allopurinol 
diminue les effets neurologiques délétères post chirurgie causés par un arrêt cardiaque 
(Clancy et al. 2001). Des études cliniques randomisées contrôlées ont démontré un effet 
bénéfique de l’allopurinol seulement sur le groupe d’EN modéré (Kaandorp et al. 2012). 
 
 Le xénon est un antagoniste non-compétitif du récepteur NMDA (Robertson et al. 
2012). Le xénon traverse la BHE et a des effets additifs et synergiques avec l’hypothermie 
dans certains modèles (Ma et al. 2005; Hobbs et al. 2008). Une étude de phase 1 a été 
effectuée afin de déterminer les doses et risques du xénon sur des nouveau-nés atteints 
d’EN (Dingley et al. 2014). Cette étude a démontré que 50% de xénon était sédatif, mais 
27 
 
 
n’avait aucun effet négatif sur les lectures cardiaques (Dingley et al. 2014). Une étude de 
phase 2 est en préparation aux États-Unis (Robertson et al. 2012). 
 
 L’acide ascorbique ou vitamine c est un antioxydant (Robertson et al. 2012). Sa 
forme oxydée peut pénétrer la BHE (Robertson et al. 2012). Administré avant l’ischémie, 
l’acide ascorbique diminue la morbidité et la mortalité chez les animaux (Huang et al. 
2001). Une seule étude clinique a été effectuée et n’a démontré aucun bénéfice à 
l’utilisation de l’acide ascorbique suite à l’asphyxie néonatale (Aly et al. 2009). 
 
 L’oxyde nitrique (NO) est produit en masse suite à une agression de type HI 
(Robertson et al. 2012). Le NO est produit par la NO synthase (NOS). Cette NOS existe 
sous plusieurs isoformes : inductible (iNOS), endothélial (eNOS), neuronal (nNOS) 
(Robertson et al. 2012). Tous ces isoformes sont surexprimés suite à l’HI, mais seul 
l’inhibition de la nNOS a des effets positifs (Bolanos et al. 1997). Les effets adverses ou 
tératologiques ne sont pas connus (Yu et al. 2011). Les inhibiteurs de nNOS n’ont pas 
encore été testés chez l’homme. 
 
 Le tétrahydrobiopterine (BH4) est un cofacteur de plusieurs enzymes impliquées 
dans la synthèse de la L-dopa et de la NOS (Robertson et al. 2012). Les agressions de type 
HI peuvent causer une diminution du BH4 et ainsi augmenter les dommages causés par le 
stress oxydatif (Madsen et al. 2003). Aucune étude n’a été effectuée sur l’utilisation du BH4 
en complément avec l’hypothermie chez l’homme (Robertson et al. 2012). De plus, les 
doses sécuritaires utilisées ne sont pas considérées comme étant neuroprotectrices 
(Robertson et al. 2012). 
 
 Un autre traitement aussi en cours d’investigation est la transplantation de 
monocytes du sang de cordon (Wang et al. 2013). Des ratons ayant subi une HI ont reçu 
une injection intraventriculaire de monocytes purifiés du sang de cordon (Wang et al. 
2013). Une augmentation de la prolifération des cellules souches neurales et une diminution 
des dommages causés par l’HI ont été observées chez les animaux (Wang et al. 2013). 
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 Malheureusement, la majorité de ces traitements n’ont pas démontrés sur les 
humains les effets bénéfiques vus chez les animaux. C’est pourquoi un des objectif de cette 
thèse est d’évaluer un autre traitement pouvant diminuer les dommages causés par l’EN. 
Les essais thérapeutiques ont peu ciblé la réponse inflammatoire systémique et/ou 
intracérébrale dont la présence est bien attestée par les travaux de recherche précliniques et 
de neuropathologie chez l’homme (Liu and McCullough 2013). 
 
 
1.2 Modèles précliniques d’EN induite par hypoxie/ischémie et/ou 
infection/inflammation 
 
 La combinaison d’agression HI et/ou infection/inflammation (ex. chorioamnionite) 
domine nettement parmi l’ensemble des causes ou facteurs de risque conduisant à l’EN 
(Nelson 2002). L’ictère est surveillé et contrôlé adéquatement et les infections bactériennes 
font l’objet de surveillance attentive, de diagnostic rapide et de traitement antibiotique 
efficace (Hankins et al. 2003). Mon travail de doctorat a donc ciblé l’investigation 
physiopathologique de la combinaison fréquente de HI et infection/inflammation à travers 
un modèle animal (rat) original. 
 
 
1.2.1 Synthèse des données de la littérature 
 
 Le premier modèle de rat d’encéphalopathie néonatal a été mis au point par le 
groupe Rice-Vannucci en 1981 (Rice et al. 1981). Il s’agit d’un modèle de ratons au jour 
post-natal 7 (P7) auquel une ischémie (ligature permanente de la carotide commune 
gauche) et une hypoxie (3.5h à 8% O2) ont été effectuées (Rice et al. 1981). Les données 
observées sont seulement d’ordre histologique (apparence et étendu des dommages) (Rice 
et al. 1981). De plus, l’utilisation de ratons à P7 est en contradiction avec les données de 
développement neuronal du nouveau-né à terme (représente un nouveau-né prématuré, voir 
figure 8) (Yager and Ashwal 2009). 
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Figure 8 : Asynchronie des principaux processus du développement cérébral (volume 
cérébral, prolifération et migration neuronale, synaptogénèse, mise en place des 
neurones de la sous-plaque, myélinisation) des principales espèces animales utilisées 
comme modèle d’EN, comparativement à l’humain. Cette asynchronie démontre une 
immaturité du raton naissant par rapport à l’humain. Le développement cérébrale d’un 
nouveau-née à terme est comparable à un raton au jour 10-12 de vie. Adapté de (Yager and 
Ashwal 2009). 
 
 
 
 
 Une étude de 1997 a démontré par la suite l’importance du timing du 
développement cérébral dans la modulation de l’effet des agressions HI et dans les lésions 
subséquentes (Towfighi et al. 1997). En utilisant le modèle Rice-Vannucci, des rats à P5, 
P7, P13, P21 et P30 ont été exposés à une HI et les dommages ont été comparés 
qualitativement et quantitativement (voir figure 9) (Towfighi et al. 1997). 
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Figure 9 : Influence de l’âge sur l’étendue des dommages causés par une agression 
hypoxique/ischémique. On peut voir une augmentation de la surface des lésions cérébrales 
avec l’âge des ratons, ce qui va de pair avec les observations cliniques entre les nouveau-
nés prématurés et à terme. Adapté de (Towfighi et al. 1997). 
 
 
 
 
 Un autre modèle a, par la suite, été développé au début des années 2000 (Lehnardt 
et al. 2002). Il s’agit d’une injection intracérébrale de LPS à des ratons à P7. Encore une 
fois, il s’agit d’études descriptives surtout histologiques (apparence et étendu des 
dommages) et ces études ont été effectuées sur des ratons ayant un développement neuronal 
semblable au nouveau-né prématuré (Lehnardt et al. 2002).  
 Par la suite, ayant observé, de façon clinique, que l’inflammation maternelle menait 
souvent à une HI, un autre groupe a développé un modèle de rat à P7 à double détente en 
utilisant une injection intrapéritonéal de lipopolysaccharide (LPS) de E.coli suivi d’une HI 
(modèle Rice-Vannucci) (Eklind et al. 2001). Encore une fois, les études sont 
majoritairement histologiques (apparence et étendu des dommages) et représentent un 
niveau de développement prématuré (Eklind et al. 2001). Cependant, cette étude démontre 
la pertinence de combiner une agression inflammatoire avec une HI puisque cette 
combinaison augmente de façon significative l’étendu des dommages (Eklind et al. 2001). 
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En 2004, une première étude comportementale sur le modèle à double détente de rat à P7 a 
démontré une atteinte cognitive augmentée dans le groupe LPS+HI (Ikeda et al. 2004). 
D’autres études faites dans les années 2000 ont confirmé les effets synergétiques du modèle 
à double détente avec le LPS et l’HI à l’aide de données descriptives (Coumans et al. 
2003). 
 
 
Tableau 4 : Modèles animaux (rat ; préterme ou terme (P7 à P12)) utilisés pour 
l’étude des EN. Les données démontrent une augmentation de l’étendue des lésions avec 
l’utilisation du LPS avant l’HI. On observe une potentialisation des dommages causés par 
l’HI avec une inflammation.  
 
  
 
 
1.2.2 Connaissances mécanistique dérivant des modèles comprenant les agressions 
inflammatoires secondaires à l’administration de composant bactérien et 
hypoxique/ischémique 
 
 Comme mentionné précédemment, la majorité des modèles d’agression de type HI 
avec ou sans pré-agression inflammatoire (LPS) ont été étudiés de façon histologique 
seulement (Rice et al. 1981; Towfighi et al. 1997; Eklind et al. 2001), et/ou descriptives 
moléculaires, sans adresser la question des liens de cause à effet. Très peu d’études se sont 
Modèle d'EN Âge
Type d'agression 
(injection)
Données
Étendue 
des lésions
Rice-Vannucci 
(1981)
P7 HI Histologie +
Towfighi 
(1997)
P5, 7, 13, 21,30 HI
Histologie, 
surface
de + à +++
Lehnardt 
(2002)
P7 LPS (i.c.)
Histologie, 
surface
+
Eklind (2001) P7 LPS(i.p.)+HI
Histologie, 
surface
++
Ikeda (2004) P7 LPS(i.p.)+HI
Comportement 
cognitif
++
Coumans 
(2003)
P7 LPS(i.c.)+HI
Histologie, 
surface
++
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penchées sur les mécanismes causaux impliqués dans l’inflammation cérébrale et la mort 
cellulaire neuronale suite à ces agressions (Liu and McCullough 2013). La plupart des 
concepts mécanistiques acceptés étaient dérivés des observations faites chez l’adulte 
(modèles animaux et homme) (Liu and McCullough 2013). Le manque de connaissances et 
la diversité des dommages liés au développement ont poussé les chercheurs à investiguer 
les différents mécanismes menant aux dommages cérébraux dans les EN (Liu and 
McCullough 2013). 
 
 
1.2.3 Mécanismes physiopathologiques des lésions cérébrales : implication des 
cytokines 
 
 Suite à une ischémie cérébrale, une réponse inflammatoire systémique et cérébrale 
se produit (Liu and McCullough 2013). Cette réponse arrive de quelques minutes à 
quelques heures après l’agression ischémique (Offner et al. 2006; Algra et al. 2013). Cette 
réponse inflammatoire complexe est une des principales causes de l’étendu des dommages 
suite à ce type d’agression (Liu, 2013 (Liu and McCullough 2013)). Cette réponse 
inflammatoire est sous le contrôle de différents médiateurs inflammatoires appelés 
cytokines (voir tableau 5) (Liu and McCullough 2013). 
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Tableau 5 : Implication des cytokines dans les EN. Beaucoup de cytokines sont 
augmentées suite aux agressions de type HI. Ces cytokines provoquent une réponse 
inflammatoire néfaste pour les neurones et engendres des dommages cérébraux importants. 
Adapté de (Liu and McCullough 2013). 
 
 
 
 
 Les cytokines sont responsables de l’inflammation in situ suite aux agressions de 
type HI et permettent le maintien de l’homéostasie tissulaire cérébrale (Liu and 
McCullough 2013). Ces cytokines ont principalement un rôle pléiotropique et la balance 
pro-inflammatoire vs anti-inflammatoire dans les encéphalopathies néonatales est encore 
controversée (Liu and McCullough 2013). Plusieurs études donnent des pistes sur 
l’implication de ces cytokines, mais très peu indiquent les rôles précis de ces dernières (Liu 
and McCullough 2013). De toutes les cytokines, l’IL-1β et le TNFα sont les cytokines les 
plus étudiées (Silverstein et al. 1997; Liu and McCullough 2013). 
 
IL-1α rats P7 EHI Augmentation Délétère
rats P7 EHI Augmentation Délétère
rats P7 EHI Augmentation Délétère
TNF-α rats P7 EHI Augmentation Délétère
rats P7 EHI Augmentation Délétère
souris P9 IL-18−/− EHI N/A Bénéfique
IL-6 rats P7 EHI Augmentation Délétère
IL-9 souris P5 Ibotenate+IL-9 N/A Délétère
IL-10 souris P5 Ibotenate+IL-10 N/A Bénéfique
IL-4 souris P5 Ibotenate+IL-4 N/A Bénéfique
IFN-γ rats P1-3 traitement INF-γ N/A Délétère
CCL3/MIP-1α rats P7 EHI Augmentation Délétère
CCL4/MIP-1β rats P7 EHI Augmentation Délétère
CCL5/RANTES rats P7 EHI Augmentation Délétère
CCL2/MCP-1 rats P7 EHI Augmentation Délétère
CXCL12/SDF1 souris P7 EHI Augmentation Délétère
IL-1β
IL-18
IL-2
Enfants 4.5 ans 
(moyenne)
AVC périnatal
Augmentation 
chronique
N/A
Médiateur Modèle Agression
Expression après 
agression
Effets sur le 
cerveau
IL-8
Enfants 4.5 ans 
(moyenne)
AVC périnatal
Augmentation 
chronique
N/A
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 Ces études ont été effectuées en faible nombre et donnent seulement une piste sur le 
rôle des cytokines dans le contexte de l’EN. Je me suis donc penché sur ce problème afin de 
démontrer un rôle causal des cytokines dans l’élaboration des dommages et de vérifier leurs 
effets sur les issues comportementales. 
 
 
1.2.4 Neuroinflammation 
 
 Les différentes cellules du SNC peuvent apporter leur contribution à l’inflammation 
cérébrale (Allan et al. 2005). Suite à une agression, le SNC réagit de façon orchestrée :  
1. relâche de signaux moléculaires associés au danger (DAMP),  
2. activation des récepteurs reconnaissant les pathogènes (PRR) comme les Toll-like 
receptors (TLR) et relâche de cytokines et chimiokines, 
3. activation et recrutement des microglies (macrophage résident du SNC), 
4. infiltration de macrophages et cellules T, 
5. altération de la BHE, 
6. activation et recrutement des astrocytes, 
7. relâche variée de facteurs de signalisation (neuropeptides, fractalkine, protéines du 
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), etc.) impliqués dans la régulation de 
l’inflammation (Jacobs and Tavitian 2012). 
 La première cellule à répondre lors d’agressions du SNC est la microglie (Jacobs 
and Tavitian 2012). Cette cellule représente environ 10% de la totalité des cellules du SNC 
(Jacobs and Tavitian 2012). Elle est impliquée dans l’élimination des débris, dans la 
limitation des infections et dans la réparation neuronale (Jacobs and Tavitian 2012). 
L’activation des microglies inflammatoires se fait via le LPS et l’interféron-γ (INF-γ), 
activant les TLR et la cascade du facteur de transcription NF-κB ainsi que les NLR etla 
formation de l’inflammasome et l’activation de la caspase-1 (Buer and Balling 2003; 
Schroder and Tschopp 2010; Jacobs and Tavitian 2012). L’activation des microglies 
réparatrices se fait via l’IL-4 et l’IL-13 (Jacobs and Tavitian 2012). Les microglies 
inflammatoires une fois activées vont sécréter du TNF-α, de l’IL-1β, de l’IL-18, de l’IL-6, 
de l’IL-8, du PGE2, du NO, du peroxyde d’hydrogène et des MMP (Jacobs and Tavitian 
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2012). Les microglies réparatrices sécrètent tant qu’à elles de l’IL-10, de l’arginase-1 et des 
facteurs de réparation tissulaire et vasculaire (Jacobs and Tavitian 2012). Les astrocytes 
sont reconnus comme cellules de support neuronal mais peuvent aussi jouer un rôle dans 
l’inflammation (Allan et al. 2005; Jacobs and Tavitian 2012). Les astrocytes vont contrôler 
l’activité microgliale via l’expression de la heme oxygenase (HO) -1 (Shih et al. 2006). 
Cette protéine a un effet sur la localisation cellulaire de Nrf2 qui diminue l’expression 
globale de ROS par les microglies et diminue l’effet des microglies inflammatoires (Shih et 
al. 2006). Les neurones peuvent aussi jouer un rôle dans l’inflammation (Jacobs and 
Tavitian 2012). La communication entre les neurones et les microglies est importante pour 
le maintien des microglies à l’état quiescent (Jacobs and Tavitian 2012). Les neurones 
libèrent de la fractalkine (CX3CL1), qui est capturée par les microglies via le récepteur 
CX3CR1 (Jacobs and Tavitian 2012). L’interruption de ce signal amène une activation des 
microglies en microglies inflammatoires et la libération des médiateurs nommés plus haut 
(Jacobs and Tavitian 2012). Les leucocytes périphériques infiltrant jouent aussi un rôle 
dans la neuroinflammation (Jacobs and Tavitian 2012). Suite à une agression du SNC,  la 
barrière hémato-encéphalique (BHE) devient plus perméable et il y a une augmentation 
d’expression d’intégrines à la surface des cellules endothéliales vasculaires (Jacobs and 
Tavitian 2012). Les neutrophiles, les macrophages et les cellules T sont les principaux 
leucocytes infiltrant le parenchyme cérébrale (Jacobs and Tavitian 2012). Ceux-ci vont 
répondre aux stimuli présents dans le parenchyme (débris cellulaires, médiateurs 
inflammatoires) et sécréter d’autres médiateurs inflammatoires (IL-1β, IL-12, TNF-α, NO, 
MMP, NET (neutrophiles), IL-17 (cellules T)) (Allan et al. 2005; Jacobs and Tavitian 
2012).  
  
 
1.3 Implication de l’inflammation dans l’EN à terme 
 
 Un premier point à préciser est l’immaturité de tous les systèmes du nouveau-né 
(Tardieu et al. 2013). Cette immaturité se reflète sur le système immunitaire, ce qui apporte 
une réaction différente de l’adulte aux différentes agressions (Berger et al. 2012). Le 
premier évènement à se produire suite à une agression de type HI et/ou inflammatoire, est 
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une diminution de l’apport en oxygène (débit sanguin) au cerveau (Berger et al. 2012). Ceci 
mène à une acidose et à la mort cellulaire (Berger et al. 2012). Par la suite, survient une 
phase de défaillance énergétique impliquant un dysfonctionnement mitochondrial, un influx 
calcique, une excitotoxicité, une libération de ROS et RNS et une inflammation cérébrale 
(Perlman 2006; van den Tweel et al. 2006). Durant la phase inflammatoire, il y a relâche 
systémique et intracérébrale de médiateurs inflammatoires (cytokines et chimiokines) qui 
augmentent les dommages cérébraux (Leviton et al. 2005; Khwaja and Volpe 2008). Les 
microglies sont les macrophages résidents et les cellules immunocompétentes du SNC 
(Berger et al. 2012). Ces microglies semblent être responsables de la réponse inflammatoire 
amplifiant les dommages suite à une agression de type HI (Leviton et al. 2005; Khwaja and 
Volpe 2008). Cette amplification des dommages est médiées par plusieurs médiateurs 
inflammatoires (cytokines) dont l’IL-1β, le TNF-α et autres (IL-2, 6, 8, 18) (Leviton et al. 
2005; Okazaki et al. 2006; Khwaja and Volpe 2008). L’IL-1β et le TNF-α augmentent la 
mort cellulaire neuronale via différents mécanismes expliqués plus tard (voir section 1.4). 
De plus, les cellules activées par les cytokines peuvent relâcher d’autres médiateurs 
neurotoxiques (RNS, ROS, MMPs et autres enzymes protéolytiques) (Okazaki et al. 2006). 
Finalement, ces cytokines peuvent migrer en périphérie et activer les différentes cellules du 
système immunitaire périphérique (PMN, cellules T, etc.) et permettre le recrutement de 
ces cellules au cerveau via les chimiokines (Okazaki et al. 2006). 
 
 La réponse inflammatoire peut aussi dépendre de PRR comme les TLR (voir figure 
10) (Berger et al. 2012). Ces récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance des 
pathogènes via les patrons moléculaires associés au pathogène (PAMP) (Yuan et al. 2010). 
Un de ces patrons le plus étudié est le LPS d’E.coli. Le LPS est reconnu par le TLR4 qui, 
par la suite, via myeloid differentiation primary response gene (MyD) 88 et NF-κB, active 
l’expression d’IL-1β (Bowie and O'Neill 2000). Une dérégulation de la fonction d’un de 
ces récepteurs peut s’avérer critique dans l’élaboration des dommages cérébraux suite à une 
agression de type HI et/ou inflammatoire (Yuan et al. 2010; Berger et al. 2012).  
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Figure 10 : Schéma des différents acteurs du TLR4. Adapté de (Buer and Balling 2003). 
 
 
 
 
 Un autre type de récepteurs PRR sont les nod-like receptors (NLR, voir figure 11) 
(Schroder and Tschopp 2010). Les NLR sont des récepteurs intracellulaires qui, ayant 
reconnu un DAMP, activent et s’associent avec la caspase-1 pour former l’inflammasome, 
qui contrôle la maturation et l’expression des cytokines IL-1β et IL-18 en particulier 
(Schroder and Tschopp 2010). Les principaux NLR présents dans le SNC sont NLRP1 et 
NLRP3 (Schroder and Tschopp 2010). NLRP1 est surtout présent dans les neurones et est 
activé par la toxine de Bacillus anthracis et le muramyldipeptide, un constituant du 
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peptidoglycane de la paroi cellulaire de différentes bactéries (Schroder and Tschopp 2010). 
NLRP3 est surtout présent dans les microglies et est activé par plusieurs virus (influenza, 
adénovirus, etc.) bactéries (C. albicans, S. aureus, etc.) et DAMP (ATP extracellulaire, 
glucose, silice, etc.) (Schroder and Tschopp 2010). L’implication des NLR et de 
l’inflammasome a été démontrée dans un modèle d’AVC ischémique (Fann et al. 2013). 
Lorsque ceux-ci sont inactivés, il y a diminution des dommages causés par l’ischémie 
suggérant un rôle important de l’IL-1β dans les dommages cérébraux (Fann et al. 2013). 
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Figure 11 : Schéma des différents acteurs impliqués dans l’inflammasome. Adapté de 
(Schroder and Tschopp 2010). 
 
 
 
 
 Suite à l’activation de ces récepteurs, une panoplie de cytokines est produite dans le 
milieu (Schroder and Tschopp 2010). Ces cytokines ont des rôles inflammatoires 
neurotoxiques démontrés dans diverses modèles animaux (Leviton et al. 2005; Liu and 
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McCullough 2013). L’importance de l’une d’entre elles, l’IL-1β, a été démontrée dans 
différents modèles (Girard et al. 2008; Brochu et al. 2011; Liu and McCullough 2013). 
L’hypothèse de ma recherche porte sur l’importance du rôle de l’IL-1β dans l’élaboration 
des lésions cérébrales au début de l’agression. Nous croyons que cette cytokine agit en 
amont de plusieurs autres médiateurs neurotoxiques (MMP, TNFα, CINC-1). 
 
 Puisque mon hypothèse principale est portée sur le rôle de l’IL-1β, le focus de mon 
introduction sera porté sur cette dernière. 
 
 
1.3.1 IL-1β 
1.3.1.1 Généralités 
 L’IL-1β est une cytokine ayant de nombreux effets biologiques, dont l’activation de 
plusieurs mécanismes pro-inflammatoires (Allan et al. 2005). Elle fait partie de la famille 
IL-1 qui comprend les cytokines IL-1α/β, IL-1ra, IL-18 et IL-1F5 à 10 (Allan et al. 2005). 
L’IL-1β a été découverte il y a plus de 50 ans et a été décrite comme étant un pyrogène 
endogène dû à sa capacité d’induction de la fièvre chez les lapins (Huising et al. 2004). Par 
la suite, il a été découvert que l’IL-1 consiste en 2 différents ligands, IL-1α et IL-1β (March 
et al. 1985). Les deux cytokines sont exprimées sous forme de pro-protéines (Huising et al. 
2004). La pro-IL-1α est biologiquement active, mais peut être clivée par la calpain (Huising 
et al. 2004). La pro-IL-1β est inactive et doit être clivée en IL-1β de 17 kDa par la caspase-
1 afin d’exercer ses fonctions (Thornberry et al. 1992). Cette cytokine est exprimée 
majoritairement par les cellules du système immunitaire central et périphérique incluant les 
monocytes et lymphocytes (Huising et al. 2004). L’IL-1β se lie à son récepteur, l’IL-1R1, 
qui ensuite se lie avec la protéine adaptatrice du récepteur à l’IL-1β (IL-1RAcP) afin 
d’effectuer le signal intracellulaire (voir figure 12) (Korherr et al. 1997). La transmission 
du signal se fait via l’IL-1R1 et les facteurs NF-κB et les Mitogen-Activated Protein Kinase 
(MAPK) (Korherr et al. 1997). Lorsque stimulées avec de l’IL-1β in vitro, toutes les 
cellules du SNC répondent de façon classique par les voies NF-κB et MAPK en exprimant 
des facteurs inflammatoires secondaires (PGE2, IL-6, NO) (Allan et al. 2005). Toutefois, il 
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a été démontré que les cellules peuvent répondre de façon spécifique à l’IL-1β ; les 
neurones vont utiliser la voie p38MAPK tandis que les astrocytes la voie NF-κB 
(Srinivasan et al. 2004). Le système ligand-récepteur comporte une particularité 
intéressante, il existe un antagoniste endogène exprimé par les mêmes cellules qui inhibent 
la signalisation du récepteur (Allan et al. 2005). Cet antagoniste se nomme l’antagoniste du 
récepteur à l’IL-1β (IL-1ra) (Allan et al. 2005).  
 
 Une autre particularité intéressante du système de l’IL-1 est l’induction de la 
cytokine IL-18 par les mêmes mécanismes que l’IL-1β (Fann et al. 2013). L’IL-18 est 
homologue à l’IL-1β et sont récepteur (IL-18R) et aussi homologue à l’IL-1R1 (Fann et al. 
2013). En combinaison avec l’expression d’IL-12 (par les macrophages et les cellules T 
infiltrant), l’IL-18 active l’expression d’INF-γ par les cellules infiltrant le parenchyme 
cérébrale (Fann et al. 2013). L’INF-γ stimule l’expression de médiateurs inflammatoires 
comme le TNF-α, l’IL-6 et les ROS (Fann et al. 2013). L’IL-18 active aussi les cellules NK 
et les cellules T cytotoxiques qui libèrent de la perforine et du FASL qui induisent la mort 
neuronale (Fann et al. 2013). Finalement, comme l’IL-1β, l’IL-18 a des effets autocrines et 
paracrines sur les neurones, astrocytes, microglies et les cellules endothéliales déclenchant 
l’activation de NF-κB et la production de plusieurs médiateurs inflammatoires dont l’IL-1β, 
l’IL-18, le TNF-α, etc. (Fann et al. 2013). Il faut donc conclure que les effets de l’IL-1β 
peuvent être augmentés par la présence de l’IL-18.   
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Figure 12 : Configuration 3D de l’IL-1β, de l’IL-1ra et de l’IL-1R1. L’IL-1ra se lie 
directement à l’IL-1R1 et empêche le bon recrutement de l’IL-1RAcP. Ceci inhibe la 
signalisation de l’IL-1R1. Adapté de (Allan et al. 2005; Wang et al. 2010). 
 
 
 
 
 
1.3.1.2 IL-1β et système nerveux central 
 
 Tous les membres de la famille de l’IL-1β sont exprimés de façon constitutive dans 
le cerveau (protéines et ARNm) (Allan et al. 2005). Différents stimuli peuvent influencer 
cette expression et déréguler la balance inflammatoire du système nerveux central (SNC) 
(Allan et al. 2005).  
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 Au niveau du système nerveux central, l’IL-1β est exprimé après quelques minutes 
en ARNm et quelques heures en protéines suite à des stimuli neurotoxiques (Offner et al. 
2006; Algra et al. 2013). Les premières cellules à répondre sont classiquement considérées 
comme étant les cellules de lignées macrophagiques (microglies) et par la suite les 
astrocytes (Allan et al. 2005). Toutes les cellules neurales auraient la capacité d’exprimer 
l’IL-1β, bien qu’au-delà des cellules gliales de type microglie et astrocyte les arguments en 
faveur d’une telle synthèse restent incertains (Boutin et al. 2003). De plus les cellules 
immunitaires périphériques qui peuvent envahir le SNC suite à une lésion contribuent à 
l’augmentation de la relâche tardive d’IL-1β et à l’élaboration des dommages cérébraux 
(Allan et al. 2005). L’IL-1ra est aussi exprimée suite à ces stimuli de façon décalée par 
rapport à l’IL-1β (Brochu et al. 2011). 
 
 Les membres de la famille de l’IL-1β ont des effets différents sur tous les types 
cellulaires de l’environnement cérébral (Allan et al. 2005). Le résultat de ces effets peut 
être catégorisé sous deux types d’action : les effets locaux (dans le SNC) et les effets 
systémiques (Allan et al. 2005).  
 
 Lors d’inflammation du SNC, l’IL-1β produit agit sous les deux types d’actions. Au 
niveau systémique, l’expression d’IL-1β agit sur l’appétit, sur les phases profondes du 
sommeil, la température, les fonctions neuroendocriniennes et sur l’inflammation 
périphérique (Allan et al. 2005). Ces actions contribuent à la défense de l’hôte contre les 
infections (Allan et al. 2005). L’induction de la fièvre, du sickness behaviour et de la 
réponse à la phase aigüe sont des exemples d’actions provoquées par l’expression d’IL-1β 
au niveau du SNC (Allan et al. 2005). Cette action se fait principalement sur le système 
nerveux sympathique et sur l’axe Hypothalamus-Hypophyse-Surrénal. L’IL-1β induit la 
relâche de l’hormone responsable de la relâche de corticotropine dans l’hypothalamus 
(CRH) (Allan et al. 2005). 
 
 Les mécanismes menant aux dommages cérébraux suite à l’expression d’IL-1β sont 
encore méconnus cependant, plusieurs voies de signalisation ont été identifiées comme 
étant liées à l’expression de l’IL-1β (Allan et al. 2005). Au niveau physiologique, l’IL-1β 
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influence la température corporelle et il a été démontré que les patients avec de la fièvre 
non contrôlée suite à un AVC ou autres accidents cérébraux sont associés à un mauvais 
pronostique (Busto et al. 1987; Azzimondi et al. 1995). Différentes études démontrent 
cependant une faible association entre l’augmentation de la température corporelle et 
l’expression d’IL-1β (Rothwell 2003). Les changements au niveau du débit sanguin sont un 
marqueur de sévérité des ischémies cérébrales (Allan et al. 2005). L’IL-1β peut affecter le 
débit sanguin de différentes façons (Maher et al. 2003). Au niveau physiologique de base, 
l’IL-1β augmente le débit sanguin (Maher et al. 2003). Lors de conditions pathologiques, 
l’IL-1β diminue le débit sanguin, ce qui peut aggraver les lésions lors d’épisodes 
ischémiques (Maher et al. 2003). De plus, dans des conditions pathologiques, l’IL-1ra a été 
démontré comme augmentant le débit sanguin (Maher et al. 2003; Allan et al. 2005). Cette 
différence d’effets peut être expliquée par la quantité d’IL-1β présente, où une faible 
quantité est normale et une grande quantité pathologique (Allan et al. 2005).  
 
 L’IL-1β est exprimée de façon constitutive et en petite quantité dans le cerveau 
(Allan et al. 2005). L’IL-1β a longtemps été décrite comme ayant peu d’activité 
physiologique sur le cerveau (Allan et al. 2005). Cependant, des études démontrent un rôle 
important de l’IL-1β dans le sommeil et la plasticité neuronale (Vitkovic et al. 2000). Ces 
études démontrent que le cerveau produit plus d’IL-1β lors du sommeil et que celui-ci est 
altéré lorsque l’IL-1β est inhibé en utilisant des anticorps dirigés contre l’IL-1β ou en 
utilisant l’IL-1ra (Obal et al. 1990). D’autres études démontrent que les souris knock-out 
(K-O) pour l’IL-1R1 ont des périodes de sommeil diminuées, des déficits de plasticité 
synaptique et une mémoire spatiale déficiente (Fang et al. 1998; Avital et al. 2003). 
 Au niveau neuronal, l’IL-1β a été démontrée comme étant neurotoxique (Allan et al. 
2005). L’IL-1β permet l’entrée de calcium par les récepteurs de l’acide N-méthyl-D-
aspartique (NMDA) qui est impliqué dans la mort neuronal (Viviani et al. 2003). L’IL-1β 
augmente l’activité épileptique et la durée des épilepsies induites chimiquement (Vezzani et 
al. 2000). L’augmentation de l’épilepsie est associée à l’augmentation des dommages 
cérébraux (Allan et al. 2005). De plus, l’IL-1ra a été démontré comme étant un anti 
convulsant (Vezzani et al. 2000). Cependant, certaines données in vitro démontrent aussi 
une tendance neuroprotectrice de l’IL-1β en diminuant la relâche de glutamate, en inhibant 
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la potentialisation à long terme ou en augmentant l’inhibition synaptique par l’acide γ-
aminobutyrique (GABA) (Allan et al. 2005).  
 
 L’IL-1β a des effets multiples sur les cellules gliales (astrocytes, microglies, 
oligodendrocytes, voir figure 13) via le récepteur IL-1R1 (Allan et al. 2005). Les cellules 
répondants le plus à l’IL-1β sont les astrocytes (Chen and Swanson 2003; Allan et al. 
2005). L’IL-1β promeut l’astrogliose (prolifération  des astrocytes) et l’activité de ces 
dernières (Chen and Swanson 2003). Les astrocytes réactifs peuvent venir en aide aux 
neurones en régulant les concentrations d’ions et de transmetteurs (Chen and Swanson 
2003). Ils peuvent aussi être une source de cytokines pro-inflammatoires et devenir 
neurotoxiques (Chen and Swanson 2003). Une vaste gamme de gènes (environ 1400) est 
activée lors de l’activation des astrocytes par l’IL-1β (Chen and Swanson 2003; Allan et al. 
2005). Parmi ces gènes, on retrouve les métalloprotéases de la matrice (MMP), des 
cytokines (IL-6), des chimiokines, des facteurs de croissance (facteur de croissance des 
nerfs (NGF)), des molécules d’adhésion et des récepteurs (Allan et al. 2005). Le potentiel 
neurotoxique des astrocytes dépend ainsi de la balance entre les médiateurs neurotoxiques 
et neuroprotecteurs ainsi que du temps d’exposition à ceux-ci (Chen and Swanson 2003). 
Les microglies elles aussi répondent directement à l’IL-1β via l’IL-1R1 (Allan et al. 2005). 
Cette réponse résulte en la relâche de médiateurs inflammatoires neurotoxiques comme les 
espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS), des médiateurs lipidiques 
(PGE2), des cytokines (TNFα) et des chimiokines (CCL2) (Basu et al. 2004). Très peu de 
choses sont connues sur l’interaction entre l’IL-1β et les oligodendrocytes (Allan et al. 
2005). Les oligodendrocytes expriment l’IL-1R1 et peuvent produire de l’IL-1β (Allan et 
al. 2005). Il a été démontré que l’IL-1β peut influencer la prolifération et la survie des 
oligodendrocytes et ainsi influencer le degré de myélination (Mason et al. 2001; Vela et al. 
2002). 
 
 Les cellules endothéliales sont très impliquées dans l’élaboration et la résolution de 
divers désordres neurodégénératifs incluant les AVC (Allan et al. 2005). En plus de former 
la BHE, les cellules endothéliales expriment l’IL-1R1 et peuvent ainsi être une cible 
potentielle de l’IL-1β (Konsman et al. 2004). L’IL-1β a plusieurs effets sur la vasculature 
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cérébrale incluant l’augmentation d’expression de chimiokines (CCL2) et de molécules 
d’adhésion (molécule d’adhésion intercellulaire (ICAM)-1), permettant ainsi le recrutement 
de leucocytes (Allan et al. 2005). En plus de leur rôle sur le recrutement des leucocytes, les 
cellules endothéliales peuvent sécréter les mêmes médiateurs inflammatoires neurotoxiques 
que les cellules gliales, les impliquant directement dans la mort cellulaire neuronale (Allan 
et al. 2005). 
  
 
Figure 13 : Effet de l’IL-1β sur les cellules du système nerveux central. L’IL-1β a 
différents effets sur les cellules du SNC. Ces effets peuvent être délétères ou bénéfiques 
dépendant des concentrations présentes dans le milieu. Adapté de (Allan et al. 2005). 
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1.3.2 Implication de l’IL-1β dans les atteintes cérébrales et traitement par inhibition 
de l’IL-1β 
 
 L’IL-1β est impliquée dans plusieurs désordres neuronaux comme la maladie de 
Parkinson, l’Alzheimer, l’épilepsie, les traumatismes et les AVC (Allan et al. 2005). 
Cependant, cette implication a été démontrée dans plusieurs modèles animaux de ces 
maladies, mais seulement associée avec une augmentation de l’expression de l’IL-1β chez 
l’homme (avec l’utilisation de cerveaux post-mortem) (Allan et al. 2005). 
 
 
1.3.2.1 Implication de l’IL-1β dans les accidents vasculaires cérébraux quel que soit 
l’âge 
 
 Chez les patients atteints d’un AVC, le dosage cytokinique se fait via le plasma 
sanguin ou le liquide céphalo-rachidien (LCR) lombaire (Mazzotta et al. 2004). Une étude 
démontre que les patients ayant souffert d’un AVC ont une concentration augmentée d’IL-
1β plasmatique (Mazzotta et al. 2004). Il faut noter que l’augmentation de l’IL-1β se fait au 
niveau intracérébral et peut être invisible au niveau du plasma (Tarkowski et al. 1995). 
Cependant, d’autres données démontrent que l’augmentation du niveau d’ARNm d’IL-1β 
dans les monocytes sanguins est associée avec un mauvais pronostique neurologique 
(Kostulas et al. 1999). Une augmentation plasmatique de la concentration d’IL-1ra est 
observée de 2 à 4 jours après l’AVC et de hautes concentrations sont associées avec un plus 
grand infarctus (Beamer et al. 1995). La balance entre les médiateurs pro-inflammatoires et 
anti-inflammatoires est d’une importance cruciale dans le développement des dommages et 
la mesure à des temps plus précoces pourrait nous révéler d’importantes données (Allan et 
al. 2005).  
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1.3.2.2 Implication de l’IL-1β dans les hémorragies méningées quel que soit l’âge 
 
 Les hémorragies méningées ou sous-arachnoïdiennes (SAH), sont des irruptions 
massives de sang dans l’espace entre l’arachnoïde et la pie-mère (Linn et al. 1996). Ces 
hémorragies touchent 6-8 personnes sur 100000 par année et sont mortelles de 30-50% du 
temps (Linn et al. 1996; Allan et al. 2005). De ceux qui survivent une SAH, une deuxième 
cause de mortalité peut les toucher, l’ischémie cérébrale différée (DCI) (Fassbender et al. 
2001). Un lien a été établi entre la présence de cytokines et le développement de DCI 
(Fassbender et al. 2001). Une augmentation de l’IL-1β, du TNFα et de l’IL-6 a été 
identifiée 5-9 jours post-hémorragie, ce qui correspond au temps de développement d’une 
DCI (Fassbender et al. 2001). De plus, une augmentation de la présence de TNFα et d’IL-
1ra résulte en un mauvais pronostique (Fassbender et al. 2001). 
 
 
1.3.2.3 Effets protecteurs de l’IL-1ra dans les accidents vasculaires cérébraux 
 
 L’IL-1ra est présentement utilisé comme traitement pour l’arthrite rhumatoïde et les 
pathologies auto-inflammatoires associées à l’augmentation de la fonction de NLRP3 
(cryopyrinopathies) (Allan et al. 2005; Hoffman 2009). L’administration d’IL-1ra ne 
provoque aucun effet secondaire indésirable, autant dans les modèles précliniques d’AVC 
que chez les patients atteints d’arthrite ou de sepsis sévère (Fisher et al. 1994; Opal et al. 
1997). L’IL-1ra semble un traitement prometteur pour l’AVC chez l’adulte vu son faible 
risque d’effets secondaires et son efficacité protectrice dans différents modèles d’AVC 
(Allan et al. 2005). Un essai clinique randomisé-contrôlé de phase II, fait en double-aveugle 
sur une cohorte de 17 patients recrutés moins de 6h après avoir fait un AVC, a été fait en 
donnant une dose de départ d’IL-1ra suivi d’entre-doses intraveineuses et comparé avec 17 
patients ayant fait un AVC et ayant reçu le véhicule (Emsley et al. 2005). Aucun problème 
de santé n’a été observé suite à l’administration d’IL-1ra. Une baisse des neutrophiles, de 
l’IL-6 plasmatique et de la protéine C réactive plasmatique ont été observées (Emsley et al. 
2005). De plus, les patients ayant reçu l’IL-1ra ont eu un meilleur pronostique clinique 
(Emsley et al. 2005). Des essais de neuroprotection chez des modèles animaux de 
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dommages cérébraux périnataux ont aussi été faits chez le rat à P1 suite à une inflammation 
gestationnelle (Girard et al. 2010). Cette administration d’IL-1ra aux rates gestantes 30 
minutes avant une injection de LPS rétablie la perfusion placentaire diminuée par le LPS 
(Girard et al. 2010). De plus, l’IL-1ra rétablie l’équilibre inflammatoire cérébrale et les 
défauts moteurs chez les ratons nés de mères injectées avec le LPS (Girard et al. 2010). 
 
1.3.3 Influence de l’IL-1β sur la barrière hémato-encéphalique 
 
 Un organe important dans la protection cérébrale est la barrière hémato-
encéphalique (BHE) (Bicker et al. 2014). La BHE est une structure de perméabilité 
hautement sélective qui contrôle l’entrée des composants sanguins vers le compartiment 
cérébral (Bicker et al. 2014). Elle est formée par les cellules endothéliales unies par des 
jonctions serrées, une membrane basale épaisse et des pieds d’astrocytes (voir figure 14) 
(Bicker et al. 2014).  L’IL-1β est connue comme ayant un effet délétère sur la BHE (Argaw 
et al. 2006). L’IL-1β agit sur les astrocytes et provoque la relâche de plusieurs facteurs 
agissant directement ou indirectement sur la BHE (Argaw et al. 2006). Ces facteurs sont 
hypoxia induced factor (HIF) -1α, vascular endothelial growth factor (VEGF) -A et VEGF-
C (Argaw et al. 2006). Ces facteurs sont impliqués dans la vasculogénèse et la 
perméabilisation des vaisseaux (Argaw et al. 2006). L’IL-1β diminue aussi l’expression de 
gravin, un facteur important dans la maturation et le maintien de la BHE (Argaw et al. 
2006).  
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Figure 14 : Structure de la barrière hémato-encéphalique. La BHE comporte 3 
structures importantes : les cellules endothéliales jointent par des jonctions serrées, une 
lame basale et des pieds d’astrocytes (podocytes) permettant un contrôle de l’entrée du 
contenu sanguin. Adapté de (Bicker et al. 2014). 
 
 
 
 
1.4 Mécanismes présumés de la mort cellulaire neurale lors d’agressions cérébrales 
de type HI et/ou inflammatoire 
 
 Plusieurs voies de mort cellulaire neuronale peuvent être impliquées suite à une 
agression de type HI combinée avec l’inflammation : apoptose, anoikose, nécrose, 
pyroptose et nécroptose (voir figure 15) (Chavez-Valdez et al. 2012). 
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Figure 15 : Les différents mécanismes de mort cellulaire. Les différents mécanismes de 
morts cellulaires comportent des éléments similaires entre eux et peuvent être séparés en 5 
catégories. Adapté de (Fink and Cookson 2005; Christofferson and Yuan 2010). 
 
 
 
 
1.4.1 Nécrose 
 
 La nécrose est une forme de lésion cellulaire qui aboutit à la mort prématurée des 
cellules par autolyse (Proskuryakov et al. 2003). La nécrose est causée par des facteurs 
externes aux cellules tel que infection ou HI, résultant en la digestion aléatoire (non 
régulée) des composants cellulaires (Proskuryakov et al. 2003). Dans l’AVC, la nécrose est 
présente dans l’épicentre (core) de l’infarctus (Yuan 2009). La nécrose résulte en une perte 
de l’intégrité de la membrane cellulaire et une relâche incontrôlée des produits de la mort 
cellulaire (lyse) dans l’espace intracellulaire (Proskuryakov et al. 2003). Cette relâche initie 
une réponse inflammatoire dans le tissu environnant et empêche sa localisation par les 
phagocytes environnant et donc, l’élimination des cellules mortes par la phagocytose 
(Proskuryakov et al. 2003). Inversement, l’apoptose est une cause de mort cellulaire ciblée 
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et programmée par des mécanismes naturels (Proskuryakov et al. 2003). Les mécanismes 
moléculaires de la nécrose dans le contexte de l’EN sont détaillés dans le Tableau 6. 
 
 
1.4.2  Apoptose 
 
 L’apoptose est le processus par lequel les cellules déclenchent leur autodestruction 
en réponse à un signal (Kerr et al. 1972). Par opposition à la nécrose, elle ne provoque pas 
d’inflammation (Kerr et al. 1972; Proskuryakov et al. 2003). Dans les AVC, l’apoptose se 
produit dans les régions dites de pénombre entourant l’épicentre (core) de l’infarctus (Yuan 
2009). Elle s’accompagne de changements cellulaires caractéristiques incluant la 
déformation bulleuse de la membrane cellulaire (blebbing), le rétrécissement cellulaire, la 
fragmentation nucléaire, la condensation de la chromatine et la fragmentation de l’ADN 
chromosomal (Kerr et al. 1972). À la différence de la nécrose, l’apoptose produit des 
fragments cellulaires appelé corps apoptotiques que les phagocytes absorbent avant la fuite 
du contenu cellulaire dans l’espace extracellulaire (Kerr et al. 1972). Les mécanismes 
moléculaires de l’apoptose dans le contexte de l’EN sont détaillés dans le tableau 6. 
 
 
1.4.3 Pyroptose 
 
 La pyroptose est une forme de mort cellulaire programmée associée à l’immunité 
antimicrobienne et à l’inflammation (Fink and Cookson 2005). Différemment à l’apoptose, 
la pyroptose dépend de l’activité de la caspase-1 (Fink and Cookson 2005). La caspase-1 
est activée par un complexe de PRR, l’inflammasome (voir chapitre 1.3). L’inflammation 
induit par la suite une mort par formation de pores,  infiltration d’eau, choc osmotique et 
explosion de la cellule (Fink and Cookson 2005). Les mécanismes moléculaires de la 
pyroptose sont détaillés dans le tableau 6. 
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1.4.4 Nécroptose 
 
 La nécroptose est une forme de mort cellulaire nécrotique programmée 
(Christofferson and Yuan 2010). La nécroptose peut être inhibée par la nécrostatin-1 
(Christofferson and Yuan 2010). La nécroptose est une forme de nécrose médiée par le 
TNFα et les kinases receptor-interacting protein (RIP) -1 et 3 (Christofferson and Yuan 
2010). Dans des conditions sous-nécrotiques, le TNFα recrute les kinases RIP-1 et 3 pour 
former le complexe I (Christofferson and Yuan 2010). Les kinases se dissocient ensuite du 
TNFR1 et s’associent avec le FADD et la caspase-8 pour former le complexe IIb 
(Christofferson and Yuan 2010). Les mécanismes moléculaires de la nécroptose sont 
détaillés dans le tableau 6. 
 
 
1.4.5  Anoïkose 
 
 L’expression d’IL-1β induit une boucle d’amplification autocrine via le récepteur 
IL-1R1 et NF-κB (Allan et al. 2005). Le facteur de transcription NF-κB peut aussi induire 
l’expression de métalloprotéase de la matrice extracellulaire (MMP) (Allan et al. 2005). Il 
existe différents types de MMP (collagénase, gélatinases, etc.) qui peuvent dégrader 
différents substrats présents dans la matrice extracellulaire (Valentijn et al. 2004). Lors de 
cette dégradation, il y a perte de contact entre la cellule et la matrice extracellulaire. Cette 
perte de contact mène à une inhibition de la protéine FAK via les intégrines (voir figure 16) 
(Valentijn et al. 2004). Cette inhibition de FAK promeut l’activation de protéines BH3 pro-
apoptotiques de la famille des Bcl-2 (Valentijn et al. 2004). L’activation de ces protéines 
mène à une inhibition des Bcl-2 anti-apoptotique et à une activation de Bak et Bax 
(Valentijn et al. 2004). Bak et Bax vont former des pores dans la membrane externe des 
mitochondries afin de permettre la libération du cytochrome C et du facteur d’induction de 
l’apoptose (AIF) (Valentijn et al. 2004). Le cytochrome C et AIF permettent le recrutement 
de la caspase-9 et l’activation du facteur d’activation des protéases apoptotiques (APAF)-1 
et de la caspase-9 (Valentijn et al. 2004). L’activation de la caspase-9 permet l’activation 
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des caspases effectrices 3, 6 et 7 (Valentijn et al. 2004). Le mécanisme de dégradation de 
l’ADN et d’apoptose est enclenché et irréversible à ce point (Valentijn et al. 2004). 
 
 Les MMPs peuvent aussi activer la cascade extrinsèque d’apoptose (Valentijn et al. 
2004). Le ligand FAS (FASL) se retrouve en surface de plusieurs cellules du système 
immunitaire et peut être clivé par les MMP (Valentijn et al. 2004). Ce facteur devenu 
soluble peut se lier à son récepteur FAS et activer les domaines de mort associés au FAS 
(FADD) (Valentijn et al. 2004). Le FADD peut aussi être activé via la perte de contact avec 
la matrice extracellulaire (Valentijn et al. 2004). Après activation du FADD, il y a 
activation du complexe de signalisation de mort induite (DISC) qui active la caspase-8 qui 
active par la suite les caspases effectrices 3, 6 et 7 (Valentijn et al. 2004).  
 
 
Figure 16 : Voies d’apoptose. L’apoptose peut être classée en 3 sous-groupes : 
intrinsèque, extrinsèque et anoïkose. Le résultat de la mort cellulaire est très semblable 
entre les sous-groupes. Adapté de (Valentijn et al. 2004). 
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Tableau 6 : Caractéristiques des différents types de mort cellulaire potentiellement 
impliquées dans le contexte spécifique de l’EN. Adapté de (Valentijn et al. 2004; Fink 
and Cookson 2005; Christofferson and Yuan 2010).  
 
 
 
 
 Dans le contexte spécifique de l’agression à double détente impliquant HI et 
inflammation les mécanismes de la mort cellulaire restent non définis. Un de mes objectifs 
de recherche sera d’adresser cette question.  
 
 
1.4.6 Mécanismes de la mort cellulaire neuronale impliquant l’IL-1β 
 
 Pour ce qui est de l’IL-1β plus précisément, il existe plusieurs mécanismes connus 
pouvant mener à la mort neuronale qui sont médiés par l’IL-1β (Chaparro-Huerta et al. 
2008; Simoes et al. 2012; Ye et al. 2013). Une première voie de mort cellulaire neuronale 
causée par l’expression d’IL-1β est la voie P38 MAPK (Chaparro-Huerta et al. 2008). Le 
récepteur de l’IL-1β (IL-1R1) passe par la voie P38 MAPK (Allan et al. 2005). Cette voie 
est impliquée dans la mort par apoptose des neurones (Chaparro-Huerta et al. 2008). Cette 
voie active la production de glutamate (un neurotransmetteur) qui provoque l’excitotoxicité 
HI + + ? ? ?
IL-1β + - ? + ?
TNFα + - ? ? +
NO + - ? ? ?
MMP + - + ? ?
Intégrines - - + - -
Lyses cellulaire - + - + +
Gonflement cellulaire - + - + +
Fragmentation de l'ADN + + + + +
Formation de pores - + - + ?
Blebbing + - + - -
Caspase-1 - - - + -
Caspase-3 + - + - +
Relâche de Cytochrome C + - + - +
RIP - - - - +
Inflammation - + - + +
Mort cellulaire programmée + - + - -
Morphologie
Aboutissement
Mécanistique
Facteurs déclanchant 
présumés dans l'EN
Nécroptose/ Nécrose 
programmée
Caractéristique Apoptose Nécrose Anoikose Pyroptose
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neuronale (Chaparro-Huerta et al. 2008). Les niveaux de glutaminase (Glut) -1 sont 
augmentés dans les neurones suite à une exposition à l’IL-1β (Ye et al. 2013). La Glut-1 est 
la principale enzyme productrice de glutamate dans le cerveau (Ye et al. 2013).  
 
 L’IL-1R1 peut aussi effectuer sa signalisation par la junkinase (JNK) en 
collaboration avec le récepteur A2A à l’adénosine (Simoes et al. 2012). Cette signalisation 
permet l’entrée et la dérégulation calcique dépendante du glutamate (Simoes et al. 2012). 
La signalisation par le glutamate par le récepteur NMDA permet une entrée de calcium et 
une dérégulation osmotique des neurones, ce qui cause la mort neuronale (Simoes et al. 
2012). 
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2 Hypothèse  
 
 L’hypothèse de mon travail est que l’IL-1β joue un rôle clé dans l’induction et 
l’élaboration des dommages cérébraux suite à une exposition à l’inflammation et à 
l’hypoxie/ischémie néonatale à terme. 
 
3 Objectifs 
 
3.1 Étudier l’implication et la source cellulaire d’IL-1β suite à ces agressions. 
3.2 Étudier l’effet neuroprotecteur de l’IL-1ra 
3.3 Étudier les mécanismes neurotoxiques de l’IL-1β 
3.3.1 Cascades inflammatoires : chimiokines  chimioattractives des PMN et 
macrophages (CINC-1, MCP-1) et autres cytokines et médiateurs pro-
inflammatoires (TNFα, NO, MMP9) 
3.3.2 Effets de l’IL-1β sur la perméabilité de la BHE 
3.3.3 Mécanismes de la mort des cellules neurales (nécroptose et apoptose) 
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Résumé 
 Contexte: L'infection-inflammation associée à une hypoxie-ischémie (HI) est le 
scénario pathologique le plus fréquent dans les dommages au cerveau périnatal entraînant 
des déficits neurologiques à long terme. Suite à une agression avec le lipopolysaccharide 
(LPS) et / ou de un HI, différent schéma de réactions inflammatoires ont été découverts en 
fonction du stade de développement du cerveau [1]. En fait, la préexposition au LPS 
aggrave les lésions cérébrales induites par HI au jour post-natal 1 (P1) et des modèles de 
rats P7 qui sont respectivement équivalents - en termes de développement cérébral - à des 
nouveau-nés humains très prématurés et prématurés. Cependant, on en sait peu sur la 
réponse immunitaire innée chez les nouveau-nés à terme exposés au LPS et à l’HI, les 
lésions cérébrales induites par celle-ci ainsi que ces effets neuropathologiques et 
neurocomportementaux. Méthodes: Un modèle préclinique originale de rat a déjà été 
documenté pour la réponse neuroimmunitaire à différents âges post-natales [1]. Il a été 
utilisé dans la présente étude pour étudier les mécanismes neuro-inflammatoires qui sous-
tendent des troubles neurologiques après l'inflammation induite par un agent pathogène et 
une HI du nouveau-nés à terme. Résultats: Le LPS et HI ont exercé un effet préjudiciable 
synergique sur le cerveau des ratons. Leur effet a conduit à un modèle particulier d'infarctus 
corticaux-sous-corticale parasagittales imitant ceux du nouveau-né à terme humain ayant 
subi une atteinte neurologique semblable. Une augmentation de la réponse de l’IL-1β dans 
les neurones du néocortex et des noyaux gris de la base a été démontrée 4 h après 
l’exposition au LPS + HI et suivi d'autres réponses neuro-inflammatoires tels que la 
microglie et l'activation des astrocytes. Des déficits neurologiques ont été observés au cours 
de la phase aiguë de l’insulte suivie d'une récupération, puis par une apparition tardive 
d'une profonde altération du comportement moteur, rappelant l'apparition tardive des 
troubles du système moteur observés chez l'homme. L’antagoniste du récepteur de 
l'interleukine-1 (IL-1ra) réduit l'étendue des lésions cérébrales, ce qui confirme 
l'implication de l'IL-1β dans la physiopathologie. Conclusion: Chez les ratons à un âge de 
développement neurologique correspondant au nouveau-né humains à terme, une 
préexposition systémique à un composant pathogène a amplifié la mortalité et la morbidité  
induite par l’HI qui sont pertinentes à la pathologie humaine. Les cellules neuronales sont 
les premières cellules à produire de l'IL-1β dans les cerveaux à terme exposés au LPS + HI. 
Cette production d'IL-1β pourrait être responsable de blessures auto-infligées par des 
mécanismes neuronaux neurotoxiques bien décrits tels que la production d'oxyde nitrique 
induite par l’IL-1β, ou l’exacerbation de dommages excitotoxique IL-1β dépendant. 
Mots clés: Hypoxie-ischémie, nouveau-né à terme, exposition au pathogène, inflammation. 
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Abstract 
 Background: Infection-inflammation combined to hypoxia-ischemia (HI) is the 
most prevalent pathological scenario involved in perinatal brain damage leading to life-long 
neurological disabilities. Following lipopolysaccharide (LPS) and/or HI aggression, 
different patterns of inflammatory responses have been uncovered according to the brain 
differentiation stage [1]. In fact, LPS pre-exposure has been reported to aggravate HI brain 
lesions in post-natal day 1 (P1) and P7 rat models that are respectively equivalent - in terms 
of brain development - to early and late human preterm newborns. However, little is known 
about the innate immune response in LPS plus HI-induced lesions of the full-term newborn 
forebrain and the associated neuropathological and neurobehavioural outcomes. Methods: 
An original preclinical rat model has been previously documented for the innate 
neuroimmune response at different post-natal ages [1]. It was used in the present study to 
investigate the neuroinflammatory mechanisms that underline neurological impairments 
after pathogen-induced inflammation and HI in term newborns. Results: LPS and HI 
exerted a synergistic detrimental effect on rat brain. Their effect led to a peculiar pattern of 
parasagittal cortical-subcortical infarcts mimicking those in the human full term newborn 
with subsequent severe neurodevelopmental impairments. An increased IL-1β response in 
neocortical and basal gray neurons was demonstrated at 4 h after LPS+HI-exposure and 
preceded other neuroinflammatory responses such as microglial and astroglial cell 
activation. Neurological deficits were observed during the acute phase of injury followed 
by a recovery, then by a delayed onset of profound motor behaviour impairment, 
reminiscent of the delayed clinical onset of motor system impairments observed in human. 
Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1ra) reduced the extent of brain lesions confirming the 
involvement of IL-1β response in their pathophysiology. Conclusion: In rat pups at a 
neurodevelopmental age corresponding to full-term human newborns, a systemic pre-
exposure to a pathogen component amplified HI-induced mortality and morbidities that are 
relevant to human pathology. Neuronal cells were the first cells to produce IL-1β in 
LPS+HI-exposed full-term brains. Such IL-1β production might be responsible for neuronal 
self-injuries via well-described neurotoxic mechanisms such as IL-1β-induced nitric oxide 
production, or IL-1β-dependent exacerbation of excitotoxic damage. 
 
Key words: Hypoxia-ischemia, term newborn, pathogen exposure, inflammation. 
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Introduction  
 Hypoxia-ischemia (HI) and/or infection-inflammation are the principal risk factors 
of perinatal cerebral injuries in both term and preterm human newborns [2-6]. However, 
clinical and pathological features of human perinatal brain lesions display striking 
variations according to the gestational ages [3]. Variations of brain damage according to 
gestational age have been also reported in newborn rodents exposed to HI [7, 8]. In fact, 
distinct neuropathological signatures have been noticed depending on HI timing.  HI-
exposure of rats at post-natal day 1 (P1) corresponding to human early pre-term stage of 
brain development resulted in multifocal white matter lesions [7]. In contrast, HI-exposure 
of rats at P7 or P12 corresponding respectively to late preterm and full-term human brain 
stages of development resulted in severe parasagittal cortico-subcortical infarcts [7]. Recent 
human epidemiological and experimental studies highlighted that HI per se was not 
involved as frequently as thought in perinatal brain damage [2, 4]. Infection-inflammation 
complicated by a transient HI is one of the most common physiopathological scenarios 
encountered in human perinatal brain insults and subsequent neonatal encephalopathy 
leading to cerebral palsy [2, 9]. Such combination of infection/inflammation and HI has 
been experimentally reproduced in rodents at neurodevelopmental stages equivalent to 
early and late preterm human neonates (rat pups at P1 and P7) [10-12]. It has been also 
recently reproduced in rats at a neurodevelopmental stage (P12) corresponding to full-term 
human neonates and profound differences have been shown between patterns of innate 
immune responses at P1 and P12 [1]. In the present study, our aim was to further 
characterize the neuroinflammatory mechanism that underlines neurological impairments 
after pathogen-induced inflammation and HI in term newborns. 
 
Materials and Methods 
P12 rat model 
 The pre-clinical model was slightly modified from recently published protocol by 
our group [1]. Briefly, Lewis dams were obtained from Charles River Laboratories (Saint-
Constant, QC, Canada) at gestational day 16 (G16). They were kept at 20°C with a 12 h 
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day/12 h night cycle, had unlimited access to food and water, and gave birth naturally. Pups 
were left untouched until P12 where they were given a single intraperitoneal injection of 
LPS (200 μg/kg diluted in 50 μL of saline) or saline. Four hours after the LPS or saline 
injection, ischemia was induced by a permanent ligature of the right common carotid artery 
under isoflurane. A heating mat was used in order to maintain the pup temperature at 37°C. 
A control group (Ctl) underwent no surgery or a sham surgery, during which the common 
carotid artery was exposed but not ligated. Pups were returned to their dams for 30 min 
before being put in a hypoxia chamber with 8% oxygen at 37°C for 1.5 h or 3 h ± 30 min. 
Pups from each litter were randomized in different experimental groups independently of 
their sex and weight. The end of hypoxia referred to 0 h. Pups were sacrificed at 4 h (P12), 
24 h (P13), 48 h (P14), and 8 days (P20) post-HI.  
 
Mechanistic experiments testing the role of IL-1β 
 Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1ra) was used at a concentration of 200 mg/kg. 
This dose has already been demonstrated to be the most successful in an adult stroke model 
[13]. The first injection was given 30 min before LPS injection and 5 other injections were 
given every 12 h thereafter.  
 
Histology 
 Forebrains were fixed in paraformaldehyde (PFA) 4% at room temperature, 
paraffin-embedded, and cut in 5 μm slices by a microtome for histological studies. 
Hematoxylin-eosin (H&E) staining was used to visualize and quantify brain lesions. Image 
J analysis software (National Institutes of Health (NIH) Image, http://rsbweb.nih.gov/nih-
image/) was used to measure the surface of the right hemisphere on coronal sections located 
at the epicenter of the infarct (Bregma -1.00). The right hemisphere surfaces of LPS- and/or 
HI-exposed rats were then compared with those of Ctl. 
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Immunohistochemistry (IHC) and Immunofluorescence (IF) 
 IHC and IF were performed as previously described [10]. The antibodies used are 
detailed in the table. IF slides were mounted using a DAPI-containing medium (Invitrogen, 
Ontario, Canada). Negative controls consisted of an additional set of sections treated 
similarly but without the primary antibody. Counting of labeled cells was performed using 
the Image J analysis software (NIH Image, http://rsbweb.nih.gov/nih-image/). 
 
In situ hybridization 
 The expression and localization of mRNA encoding for IL-1β was detected on brain 
sections using dioxigenin-UTP(DIG) labeled riboprobes. The IL-1β DNA template was 
amplified using primers with specific restriction enzymes: IL-1β Bam HI forward 5'- AGT 
CCT GGA TCC ATG GCA ACT GTC CCT GAA CT -3' and IL-1β EcoRI reverse 5'- 
GGC CGC GAA TTC AGC TCA TGG AGA ATA CCA CT-3'. DIG-labeled single-
stranded RNA was transcribed from commercially available plasmid vectors following the 
manufacturer instructions (Roche, Quebec, Canada). The in situ hybridization protocol was 
provided by Dr Jasna Kriz [14]. Briefly, slides were dried, post-fixed in 4% PFA and 
digested by proteinase K, after which the brain sections were rinsed in water and by a 
solution of 0.1 M triethanolamine (TEA, pH 8.0) and acetylated in 0.25% acetic anhydride 
in 0.1 M TEA. The hybridization of the brains sections by the riboprobe was done 
overnight at 72°C. Slides were rinsed in standard saline citrate (1XSSC: 0.15 M NaCl, 15 
mM trisodium citrate buffer, pH 7.0). Slides were incubated with anti-DIG-AP antibodies 
overnight at 4°C. Slides were incubated with NBT/BCIP solution for color development at 
room temperature for 16 h. Slides were rinse and mounted with mounting medium. The 
staining intensities of IL-1β mRNA were studied by colorimetric analysis performed with 
Image J software as previously described [1]. 
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Brain magnetic resonance imaging (MRI) of the brain 
 Magnetic resonance imaging (MRI) was performed on anesthetized rats at P20 
using a small-animal 7T MRI system (Varian, Palo Alto, CA) equipped with 205/120 
Magnex gradient coils and a 40-mm radio-frequency volume coil. The animals’ vital signs 
and temperature were monitored throughout the MRI procedure (Small Animal 
Instruments, Stony Brook, NY). T2-weighted respiration-gated images were acquired using 
a fast spin-echo pulse sequence (TR/TEeff: 2000/48 ms, 8 echoes, FOV: 2.5 x 2.5 cm2, 
matrix: (256)2, NA: 8, 20 slices of 1.0 mm). Lesion volumes were calculated using ITK-
snap [15] and 3D model using Owl developed by plateforme d'analyse et de visualisation 
d'images (PAVI) at the Université de Sherbrooke. 
 
ELISA 
 Protein extracts were prepared from the right hemisphere of the forebrain as 
previously described [1]. ELISAs were performed on these protein extracts using ELISA 
Kits (R&D System, MN, US), as previously described [1]. 
 
Animal behavioural tests 
 Circling behaviour test was analyzed using the Open field test apparatus. Rat pups 
at P13 and P14 were placed in the center of the Open field and videotaped for 1.5 min. The 
movement of the pups was scored: 0 = absence of circling, 1 = partial circling, 2 = total 
circling. The Open field test was used to determine spontaneous locomotor activity and 
exploratory behaviour from P15 to P25 and from P100 to P120, as described previously 
[10]. Motor balance and agility were also analyzed by the Rotarod test from P30 to P40, as 
previously described [10]. Elevated body swing test was used to determine long-term motor 
impairment from P100 to P120. The movement of the rats suspended by their tail was 
captured by a camera. We set the threshold at an angle of 90o for an efficient upswing. 
Latency before the first upswing, the side of the upswing, and the total number of upswings 
were recorded and compared under different experimental conditions. The Turning in alley 
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test was performed to assess at P100-120 a potential persisting shift of lateralization due to 
motor impairments. Rats were placed facing the end of a closed alley: the duration and the 
side of the turning were recorded. 
 
Data analysis 
 Data are presented as means ± SEM. Comparisons between different conditions 
were performed using ANOVA with Newman-Keuls post-test or the unpaired t test with 
Welch correction. The statistical significance level was set at p ≤ 0.05. Mortality was 
analyzed with the X2 test. Data from saline-injected pups with sham surgery, or no surgery, 
as well as male and female data were combined because they were not significantly 
different. 
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Table 4.1: List and features of antibodies. 
 
Antibody 
 
Company – reference # 
 
Dilution 
 
 
Anti-DIG-AP 
Anti-NeuN 
Anti-Iba-1 
 
Roche - 11093274910 
Millipore – MAB377 
Abcam - ab15690 
 
1:3000 
1:100 
1:200 
Anti-GFAP Millipore - AB5541 1:500 
Anti-PMN Cedarlane - CLAD51140 1:200 
Anti-IL-1β Serotec - AAR15G 1:250 
Anti-TNF-α Millipore - AB1837P 1:250 
Anti-rabbit-HRP Serotec - STAR54 1:100 
Anti-rabbit-Alexa Fluor conjugated Invitrogen - A11012 1:500 
Anti-mouse-Alexa Fluor conjugated Invitrogen - A11005 1:500 
Anti-chicken-Alexa Fluor conjugated Invitrogen - A11039 1:500 
 
 
 
Results 
Mortality and weight loss induced by LPS and/or HI 
 Combination of LPS plus HI stimulation induced the highest mortality peaking after 
3h of hypoxia (Fig 4.1A). A transient lack of weight gain was observed under LPS+HI 
treatment after 1.5 h of hypoxia (Fig 4.1B). 
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Figure 4.1. Pup mortality during hypoxia and weight chart of the surviving pups. (A) 
Mortality (%) according to hypoxia duration in LPS±HI-exposed pups. Twenty to 150 pups 
per condition. Χ2 test; *** p ≤ 0.001. (B) Pup weight follow-up from P12 to P20. Ten  to 30 
pups per condition and time point. Mean ± SEM; ANOVA with Newman-Keuls post-test; * 
p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, ****p ≤ 0.0001. h = hour, g = gram, NS = not significant. 
 
Neuropathological alterations induced by LPS and/or HI 
 Brain damage induced by HI and by LPS+HI was ipsilateral to the right common 
carotid occlusion. In the right cerebral hemispheres from LPS+HI-exposed animals 
infarcted areas appeared as confluent microcystic or large cavitary lesions, significantly 
more extended compared to HI exposure alone (Fig 4.2A and [1]). Forebrain weights were 
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significantly reduced at 8 days (P20) post-HI (0.89 fold after 3 h of hypoxia), and post-LPS 
plus HI (0.92 fold and 0.77 fold respectively after 1.5 h or 3 h of hypoxia), compared to Ctl. 
Maximal forebrain-weight loss was found following LPS+HI exposure (Fig 4.2B) 
compared to HI or LPS exposure alone. The brains of LPS+HI-exposed pups also displayed 
significantly reduced right hemisphere surface compared to other experimental conditions 
(Fig 4.2C). Brains exposed to LPS alone did not show any histological change compared to 
Ctl (data not shown). 
 
 
Figure 4.2. Quantification of LPS+HI-induced brain damage at P20. (A) Cavitary damage 
(arrows) and ventricle enlargement (*) within the right hemisphere ipsilateral to HI in 
LPS+HI-exposed pups. (B) Mean ± SEM forebrain weight loss (fold decrease compared to 
Ctl), and (C) right hemisphere surface (mm
2
) following LPS±HI-exposure. Four to 6 pups 
per experimental condition. ANOVA with Newman-Keuls post-test; * p ≤ 0.05, ** p ≤ 
0.01, *** p ≤ 0.001. h = hour. 
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 Given the high mortality induced by 3 h of hypoxia (Fig 4.1A), we decided to 
conduct our following experiments under 1.5 h of hypoxia. We further investigated the LPS 
plus HI condition because – in contrast to HI alone – it has never been studied before at the 
P12 term-like developmental stage, except for comparing the overall cytokine and 
chemokine production within the brain, between P1 and P12 rats [1]. Following LPS plus 
HI, a rapid increase of Iba-1+ microglia/macrophages was observed in the right neocortex 
compared to Ctl at 4 h (18 fold increase) and at 48 h (13 fold increase), Iba-1+ 
macrophage/microglia infiltration was delayed – appearing only at 48 h - in the underlying 
external capsule (8 fold increase) (Fig 4.3A-D) and in the right caudate putamen (data not 
shown). GFAP+ astrocyte significantly increased at 48 h (not at 4 h) in the right neocortex 
of LPS+HI-exposed pups (11 fold increase), the underlying external capsule (1.6 fold 
increase) and in the caudate putamen (data not shown) compared to Ctl (Fig 4.3A, C, D). 
PMN infiltration was absent at 4 h post-LPS plus HI but significantly increased later (at 48 
h), in the infarcted neocortical areas, compared to Ctl (Fig 4.4A, B). No histological change 
was noticed in the left hemisphere from animals exposed to LPS+HI (data not shown). 
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Figure 4.3. Astrocyte and macrophage/microglia in the right cerebral hemisphere. 
Percentages of macrophage/microglia (Iba-1+) and astrocyte (GFAP+) after LPS+HI-
exposure vs Ctl at 4 h (A) and 48 h (C). (B) IF staining for Iba-1+ cells in the right fronto-
parietal neocortex at 4 h. (D) IF staining for Iba-1+ and GFAP+ cells in the right external 
capsule and fronto-parietal neocortex exposed to LPS plus HI vs Ctl. Three to 4 pups per 
experimental condition. Scale bar = 50µm. Mean ± SEM; ANOVA with Newman-Keuls 
post-test, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. h = hour, Iba1 = ionized 
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calcium-binding adapter molecule 1, GFAP = Glial fibrillary acidic protein, F-P = Fronto-
parietal. 
 
 
 
Figure 4.4. Infiltration of PMN in the right fronto-parietal neocortex exposed to LPS plus 
HI at 48 h. (A) Mean ± SEM percentage of PMN infiltration after LPS+HI-exposure vs Ctl 
at 48 h. (B) IHC staining of PMN (arrows) in the fronto-parietal neocortex of LPS+HI-
exposed rats vs Ctl, at 48 h. Five to 6 pups per condition. Scale bar = 50µm. Unpaired t test 
with Welch correction; *** p ≤ 0.001. h = hour, PMN = Polymorphonuclear neutrophil, F-
P = Fronto-parietal. 
 
 
 
Early (4 h) and strong IL-1β response from neocortical and deep gray neurons, 
spreading to astrocytes of gray and white matters at 48 h, in rat forebrains after 
exposure to LPS plus HI 
 ELISA results demonstrated an early increase in IL-1β after 4 h LPS+HI-exposure 
compared to Ctl (183.7 vs 69.5 pg/mg) (Fig 4.5A). In situ labeling by IHC and IF showed 
that NeuN+ neocortical neurons were the only cell type in the brain with increased 
expression of IL-1β at 4 h after infarction (Fig 4.5C-E). This neuronal IL-1β expression 
was also assessed at the mRNA level 1 h post LPS+HI with in situ hybridization (Fig 4.6A, 
B). A 12 fold IL-1β mRNA expression was detected in all neurons from neocortical and 
deep gray areas subjected to damage compared to Ctl (Fig 4.6C). IL-1β immunoreactivity 
was located in cellular bodies of fronto-parietal neurons from all six right neocortical layers 
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of ongoing infarcted areas (Fig 4.5C). In fact, IF double staining showed no significant 
difference in the proportion of IL-1β+GFAP+ astrocytes and IL-1β+Iba-1+ 
microglia/macrophages between Ctl and LPS plus HI in the neocortex, white matter and 
striatum (Fig 4.5D, 4.7A). At 48 h, IL-1β expression was mainly present in neocortical 
neurons (data not shown). There was also a 4 fold increase in the percentage of IL-
1β+GFAP+ astrocytes – but not in IL-1β+Iba-1+ microglia/macrophage staining – within 
infarcted neocortical, white matter and caudate putamen areas of LPS+HI-exposed rats 
compared to Ctl (Fig 4.7B-D).  
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Figure 4.5. IL-1β neuronal expression in the right hemisphere exposed to LPS+HI. Mean ± 
SEM (pg/mg) of IL-1β (A) and TNF-α (B). Titrations were done by ELISA on total protein 
extracts from the right cerebral hemisphere exposed to LPS plus HI for 4 to 24 h compared 
to Ctl. (C) IF staining of NeuN+IL-1β+ cells in the fronto-parietal neocortex (D). Mean ± 
SEM (%) of neural cells expressing Il-1β. (E) IHC staining of IL-1β expression on neurons 
(arrows) from fronto-parietal neocortex and caudate putamen at 4 h post-LPS plus HI 
compared to Ctl. Scale bar = 50µm. Four to 6 pups per experimental condition. ANOVA 
with Newman-Keuls post-test; * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. h = hour, IL-1β = Interleukin-1β, 
TNF-α = Tumor necrosis factor-α, F-P = Fronto-parietal, WM = White matter, CPu = 
Caudate putamen, NeuN = Neuronal nuclei, Iba1 = ionized calcium-binding adapter 
molecule 1, GFAP = Glial fibrillary acidic protein. 
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Figure 4.6. IL-1β mRNA expression by In situ hybridization in the right hemisphere of 
LPS+HI-exposed brains vs Ctl. Absence of IL-1β mRNA detected in neurons from Ctl 
brains showing pure hematoxylin staining (arrowhead) (A). High IL-1β mRNA expression 
(arrowhead) detected in neocortical (BI) and deep gray (BII) neurons 1 h after LPS+HI 
exposure (B). Mean ± SEM IL-1β mRNA relative expression in gray matter of LPS+HI 
animals compared to Ctl (C). Three animals per experimental conditions. Scale bar = 10 
µm. Unpaired t test with Welch correction; **** p ≤ 0.0001. 
 
 
 
75 
 
 
 
 
Figure 4.7. Astroglial and macrophage/microglial expression of IL-1β in the right 
hemisphere exposed to LPS plus HI. Mean ± SEM ratio of GFAP+IL-1β+ or Iba-1+IL-1β+ 
double positive cells to total number of cells after LPS plus HI exposure at 4 h (A) and 48 h 
(B) compared to Ctl. IF staining of GFAP+IL-1β+ double positive cells (overlap) in the 
fronto-parietal neocortex (C) and external capsule (D) at 48h post-LPS plus HI vs Ctl. 
Three to 4 pups per experimental condition. Scale bar = 50µm.  ANOVA with Newman-
Keuls post-test; * p ≤ 0.05, *** p ≤ 0.001. h = hour, Iba1 = ionized calcium-binding adapter 
molecule 1, GFAP = Glial fibrillary acidic protein, F-P = Fronto-parietal. 
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Early and weak TNF-α production in microglial cells in forebrains of LPS plus HI 
exposed rats 
 Following LPS plus HI exposure, a weak level of TNF-α expression (20 fold lower 
than IL-1β) was detected by ELISA at 4-24 h post-HI (4 pg/mg at 4 h) compared to Ctl 
(0.02 pg/mg at 4 h) (Fig 4.5B). At 4 h post-HI, IF double staining showed an increase in the 
number of TNF-α+Iba-1+ microglia/macrophage in the gray matter (neocortex and 
striatum) of LPS+HI-exposed rats (Fig 4.8A). At 48 h, an increase of TNF-α+Iba-1+ 
microglia/macrophages was noticed in both fronto-parietal lesioned gray and white matters, 
whereas the number of TNF-α+GFAP+ cells were moderately increased only in the gray 
matter areas (Fig 4.8B, D, and E). There was no neuronal immunoreactivity for TNF-α at 
any time point (data not shown). 
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Figure 4.8. Astroglial and macrophage/microglial expression of TNF-α in the right 
hemisphere exposed to LPS+HI. Mean ± SEM ratio of GFAP+TNF-α+ or Iba-1+TNF-α+ 
double positive cells on total number of cells after 4 h (A) and 48 h (B). IF staining of Iba-
1+TNF-α+ double positive (overlap) cells within fronto-parietal neocortex at 4 h (C) and 
48 h (D) after LPS plus HI vs Ctl. IF staining of GFAP+TNF-α+ double positive (overlap) 
cells within fronto-parietal neocortex at 48 h (E) after LPS plus HI vs Ctl. Three to 4 pups 
per condition. Scale bar = 50µm. ANOVA with Newman-Keuls post-test; * p ≤ 0.05, *** p 
≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. h = hour, Iba1 = ionized calcium-binding adapter molecule 1, 
GFAP = Glial fibrillary acidic protein, F-P = Fronto-parietal. 
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Motor behaviour impairments in LPS+HI-exposed juvenile and adult rats 
 Right or left circling behaviour was transiently observed during the acute post-
stroke phase at P13-14, in LPS+HI-exposed rats but not in Ctl (Fig 4.9A). The spontaneous 
locomotor activity recorded from P15-25 in the Open-field test was similar in both Ctl and 
exposed rats (Fig 4.9B). The Rotarod test at P30 showed a decreased agility of LPS+HI-
exposed rats compared to Ctl (Fig 4.9C). At the adult age (P100), Elevated body swing and 
Open field tests showed an overall decrease of spontaneous and forced motor activity in 
LPS plus HI-treated compared to Ctl rats (Fig 4.10A, B). LPS+HI-exposed rats were 
significantly slower than Ctl to upswing (Fig 4.10B) and travelled less distance (Fig 
4.10A). Finally, a change in lateralization was observed with the Turning in alley test for 
exposed rats: Ctl had a slight tendency to turn right (55%) whereas 70% of LPS plus HI-
exposed rats turned left (Fig 4.10C). 
 
 
Figure 4.9. Motor behaviour impairments of LPS+HI-exposed rats at P14-P40. (A) Mean ± 
SEM score of circling behavior at P14 in LPS+HI-exposed pups versus Ctl. (B) Mean ± 
SEM travelled distance measured  in the Open field test at P15-25 in LPS+HI-exposed pups 
compared to Ctl. (C) Mean ± SEM latency to fall of LPS+HI-exposed rats versus Ctl in the 
Rotarod test at P30-40. Ten to 14 pups per experimental condition. Unpaired t test with 
Welch correction; *** p ≤ 0.001. m = meter, s = second. 
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Figure 4.10. Motor behaviour impairment of LPS+HI-exposed rats at P100-120. (A) Mean 
± SEM  travelled distance measured in the Open field test in LPS+HI-exposed rats vs Ctl. 
(B) Mean ± SEM latency to upswing in the Elevated body swing test in LPS+HI-exposed 
rats vs Ctl. (C) Mean ± SEM left or right turn in the Turning in alley test in LPS+HI-
exposed rats vs Ctl. Eight to 10 rats per condition. Unpaired t test with Welch correction; * 
p ≤ 0.05, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. m = meter, s = second. 
 
 
 
Effect of IL-1ra on LPS+HI induced brain damage 
 Brain lesions were observed by MRI 8 days (P20) after LPS+HI. A wide hyper 
signal area - associated with the lesions – was observed in the right cortex (Fig 11A, C). 
The treatment with IL-1ra decreased the extent of this area (Fig 4.11A, C). The total lesion 
volume decreased from 76.7 ± 11.7 mm3 to 17.5 ± 2.4 mm3 after IL-1ra treatment (Fig 
4.11B).  
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Figure 4.11. Protective effect of IL-1ra on LPS+HI-induced brain lesions. (A) MRI of 
LPS+HI-exposed rat brains ± treatment with IL-1ra. Arrowheads show the areas of 
damage. No visible damage was observed in the left hemisphere. (B) Mean ± SEM lesion 
volume after LPS+HI exposition ± treatment with IL-1ra. (C) 3D reconstruction of the 
lesion after LPS+HI ± IL-1ra. Five to 6 rats per condition. Unpaired t test with Welch 
correction; ** p ≤ 0.01. R = right side, mm3 = cubic millimeters. 
 
 
 
Discussion 
 The compounding effect of both LPS and HI on brain lesions had been previously 
reported in animal models of early and late pre-term neonates [10, 16]. This is the first 
report of neuropathological and behavioural outcomes of an animal model reproducing one 
of the most frequent pathological scenarios happening in the term human newborn context, 
namely pathogen exposure followed by subsequent HI [2, 9]. The LPS+HI-induced brain 
lesions observed in this P12 rat model consist of large infarcts affecting frontal and parietal 
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neocortex as well as adjacent subcortical white matter and caudate putamen. These lesions 
were observed at the same areas revealed by MRI. This neuropathological pattern is in 
sharp contrast with the one generated by LPS+HI-exposures at P1, i.e. at a stage of brain 
development similar to a 26 to 30-week premature human newborn [1, 10, 17]. In P1 pups, 
LPS plus HI triggered a combination of radial columns and laminar foci of neocortical and 
caudate putamen neuronal death associated with patchy periventricular white matter loss, a 
typical pattern of very premature human newborn [10]. At P7 (equivalent to the cerebral 
development of 32-34-week gestation human newborns), LPS+HI-induced mixed patterns 
of P1 and P12 brain lesions by combining both foci of infarcts and selective columnar gray 
matter necrosis [7, 8, 16]. Thus, the differential impact of LPS+HI on the rat brain at 
relatively close developmental stages (P1 vs P7 vs P12) reflects the various profile of brain 
damage observed in human newborns, stratified in their three principal stages of 
maturation, namely early preterm, late preterm or full-term neonates. The fact that brain 
lesions following LPS+HI-exposures at P12 are found in major cortical and subcortical 
motor centers likely accounts for the motor behaviour abnormalities that were demonstrated 
in this model, such as circling and decreased agility [18]. In other rodent neonatal models 
subjected to pure HI, transient hyperactivity has been mainly observed following HI brain 
injury induced in P6-9 rats. Nevertheless, eventual long-term behavioural impairments have 
been rarely investigated, except in HI-exposed rabbit that displayed symptoms of spasticity 
[19, 20]. To our knowledge, our model provides the first demonstration of long-term motor 
impairments in rodents subjected to post-natal exposure to LPS+HI. These findings are 
relevant to cerebral palsy symptoms in humans [21]. However, the lack of spastic or 
dystonic symptoms, associated with the classic limitations of a rodent model (the level of 
neocortical development, and its distinct implication in motor control, compared to 
humans) should be mentioned [22].  
 An increased mortality of rats and brain damage were observed when HI was 
combined to LPS, compared to HI alone. One explication could be that the transcription 
factor hypoxia-inducible factor (HIF)-1α may be activated by both HI and LPS stimulation. 
HIF-1α activation leads to pro-inflammatory cytokine up-regulation, thereby promoting 
cellular phagocytosis in anaerobic conditions [19, 23]. Systemic LPS administration also 
induces an immune response in the brain through its direct interactions with Toll-like 
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receptors 4 (TLR-4) [24]. Interestingly, in microglia and astrocytes, HI has been shown to 
indirectly activate the TLR-4 pathway – via endogenous ligands, such as heat-shock 
proteins [25].  Activation of TLR-4 triggers NF-κB pathway which is also activated by IL-
1β and TNF-α [26]. NF-κB and HIF-1α are pro-inflammatory transcription factors that 
operate conjointly within microglial and astroglial cells under the combined activation with 
both LPS and HI. Pro-IL-1β has to be cleaved by a macromolecular complex called 
inflammasome so that the IL-1β secretion occurs [27]. Most of the central nervous system 
cell including neurons, astrocytes, and microglia express cellular machinery to assemble 
inflammasome and therefore are able of IL-1β secretion [28]. The exact nature of 
inflammasome assembling and triggering stimuli is unclear, but different pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) and damage-associated molecular patterns 
(DAMPs) initiate inflammasome-dependent IL-1β processing [27]. It depends on the 
presence of different nod-like receptors (NLRs) that are responsible for sensing 
intracellular milieu and triggering inflammasome assembly [27]. It has been shown that the 
inflammasome is activated after brain injury [28]. NLRP1 and NLRP3 inflammasomes are 
present in neurons and microglia respectively [28]. They both trigger the activation of pro-
IL-1β and are activated by different PAMPs, such as LPS, and DAMPs that are 
endogeneous molecules released following cellular damage. Exposure to LPS and HI leads 
to the production of DAMPs and, when combined, could lead to an exacerbated activation 
and secretion of IL-1β, possibly through NLRP1 inflammasome activation [28]. Such 
ability of neurons to produce IL-1β mRNA and protein has also been shown by previous 
studies using either rodents subjected to HI, traumatic, and excitotoxic brain injuries, or 
samples of lesioned human perinatal brains [29-31]. Thus, an exposure to LPS+HI, at this 
specific term-like stage of brain development, might be responsible of neuronal self-
injuries via IL-1β production through well-known neurotoxic mechanisms such as IL-1β-
induced nitric oxide production, or IL-1β exacerbation of excitotoxic damage [32]. 
Consistent with this hypothesis, blocking the signaling pathway of IL-1β in the presence of 
IL-1ra, decreased the extent of brain injury in LPS+HI-exposed rats.  
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Conclusion 
 Overall, after LPS+HI, IL-1β is expressed mainly by neurons at 4 h post-aggression 
and, later, by neurons and microglial cells at 48 h. This expression exacerbates 
neuroinflammation and cerebral injury resulting in delayed onset of profound motor 
impairments. Interfering with IL-1β signaling decreased the extent of brain lesions. 
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Résumé 
 
 Context.  L’inflammation dû à l’exposition aux pathogènes et à l’hypoxie/ischémie 
(HI) est une des causes les plus communes d’encéphalopathie néonatale (EN). L’EN touche 
les nouveau-nés à terme, qui développeront des paralysies cérébrales (PC). Avec des 
cerveaux à terme de rats exposés au lipopolysaccharide (LPS) systémique plus HI, il a été 
démontré précédemment que les neurones produisent de l’IL-1β avant les cellules gliales, et 
que le blocage de l’IL-1β avec l’IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) est neuroprotecteur. Afin 
de mieux définir les mécanismes neurotoxiques de l’IL-1β, nous voulons tester hypothèse 
que l’IL-1β joue un rôle direct et/ou indirect primordial dans l’autodestruction des neurones 
par la métaloprotéase de la matrice (MMP)-9, la perméabilisation de la barrière hémato-
encéphalique (BHE), l’infiltration de neutrophiles, et par la combinaison d’apoptose et de 
nécrose. Méthodes. Un modèle pré-clinique d’EN déjà démontré a été utilisé. Des ratons 
avec un développement cérébral équivalent à l’humain à terme ont été exposé au LPS plus 
HI. L’hybridation In situ, l’ELISA, et l’immunomarquage in situ ont été utilisés. Des 
bloquants sélectifs de l’IL-1β et du MMP-9 ont été utilisé. Des tests moteurs à long terme 
ont été effectués. Results. Dans les cerveaux exposés au LPS+HI, une expression neuronale 
d’IL-1β a été détectée 4h post-HI et à 48h post-HI dans les cellules gliales. L’IL-1β 
neuronal joue un rôle : (i) dans l’élaboration neuroinflammatoire précoce (1-24 h post-HI), 
et (ii) dans la genèse du coeur et de la pénombre de l’infarctus cérébrale. L’IL-1Ra 
systémique est bien toléré. Il attaint le cerveau et se lie aux membranes neuronales. Il 
diminue la synthèse neuronale d’IL-1β et de MMP-9. L’IL-1β neuronale augmente la 
cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC-1), la monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1), et la inducible nitric oxide synthase (iNOS) immédiatement après l’HI. 
La MMP-9 perméabilise la BHE, qui, combine à la CINC-1, active l’infiltration de 
neutrophiles dans le cerveau à 48 h post-HI. Le blocage de l’IL-1β prévient l’infiltration de 
neutrophiles, et change le phénotype des macrophages/microglies dans les zones sensibles 
du cerveau de la forme neurotoxique M1 à la forme anti-inflammatoire et neurotrophique 
M2. Finalement, l’IL-1β augmente l’expression de la caspase-3 et de RIP-3 dans les zones 
infarcies. Ces activations de proteines apoptotiques et nécroptotiques sont prévenues par 
l’IL-1Ra, ainsi que les déficits moteurs. Conclusions. Ce travail démontre un nouveau 
paradigme d’autodestruction neuronale orchestrée par la synthèse d’IL-1β et de MMP-9 par 
les neurones. De plus, il renforce le potentiel translationnel du blocage de l’IL-1β pour 
diminuer les dommages causés par l’EN chez les nouveau-nés.  
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Abstract 
 
 Background. Inflammation due to remote pathogen exposure combined to 
hypoxia/ischemia (HI) is one of the most common causes of neonatal encephalopathy (NE). 
NE affects at-term or near-term human newborn, which will consequently develop cerebral 
palsy (CP). Within term-matched rat brains exposed to systemic lipopolysaccharide (LPS) 
plus HI, it was previously showed that neurons produce IL-1β earlier than do glial cells, 
and that blocking IL-1β through IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) administration was 
neuroprotective. To further define the mechanisms whereby IL-1β exerts its neurotoxic 
effect on the immature forebrain of term neonate, we hypothesize that IL-1β plays a pivotal 
role in a direct and/or indirect mechanistic loop of neuronal self-injury implicating matrix 
metalloproteinase (MMP)-9, blood-brain barrier (BBB) disruption, polymorphonuclear 
(PMN) infiltration, and combined apoptotic and necroptotic neuronal cell deaths. Methods. 
A previously established preclinical animal model of NE was used. Rat pups at a level of 
development equivalent to the term human neonatal brain were exposed to 
lipopolysaccharide (LPS) plus HI. In situ hybridization, ELISA, and in situ 
immunolabelling techniques were employed. Selective blocking compounds allowed 
addressing the respective roles of IL-1β and MMP-9. Long-term CP-like motor behavioral 
end-points were assessed. Results. In LPS+HI-exposed forebrains, neuronal IL-1β was first 
detected in infarcted neocortical and striatal areas at 4 h post-HI and 48 h later in glial cells 
of the adjacent white matter (WM). Neuronal IL-1β played a key role: (i) in the early (1-24 
h) post-HI exacerbation of neuroinflammation, and (ii) in generating both core and 
penumbral infarcted cerebral areas. Systemically administered IL-1Ra was well tolerated. It 
reached the brain and bound to the neocortical and deep gray neuronal membranes. Then, 
IL-1Ra down-regulated IL-1β mRNA and MMP-9 neuronal synthesis. Immediately post-
HI, neuronal IL-1β up-regulated cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC-1), 
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and inducible nitric oxide synthase (iNOS). 
MMP-9 disrupted the BBB, which combined to CINC-1 up-regulation, drove PMN 
infiltration into the brain at 48 h post-HI. IL-1β blockade prevented PMN infiltration, and 
shifted the phenotype of macrophagic/microglial cells within brain areas susceptible to 
infarcts from amoeboid neurotoxic M1 to ramified anti-inflammatory and neurotrophic M2 
profile. Finally, IL-1β increased theexpression of activated caspase-3 and of RIP-3 cell 
death pathways within infarcted forebrain area. Such apoptotic and necroptotic pathway 
activations were prevented by IL-1Ra, as well as ensuing CP-like brain damage and motor 
impairment. Conclusions. This work uncovered a new paradigm of neuronal self-injury 
orchestrated by neuronal synthesis of IL-1β and MMP-9. In addition, it reinforces the 
translational neuroprotective potential of IL-1 blockers to alleviate human perinatal brain 
injuries arising from NE and leading to a heavy burden of life-long neurobehavioral 
impairments such as CP.   
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Background 
 
Hypoxia-ischemia (HI) combined to inflammation is an important pathophysiological 
component of neonatal encephalopathy (NE) affecting up to 1% of newborns. Indeed, 
combined pathogen-induced inflammation complicated by HI was recognized as one of the 
most common causes of human perinatal brain damage [1-8]. Moderate and severe forms of 
NE lead either to death or lifelong neurodisabilities such as cerebral palsy (CP), or other 
neurobehavioral disabilities including learning difficulties [1, 4]. Combination of 
inflammation/infection plus HI has been reproduced experimentally in rodents at 
neurodevelopmental stages equivalent to early and late preterm development of human 
neonates ‒ i.e. in rat pups between P1 and P7 [5, 9-13]. Inflammation/infection and HI have 
also recently been modeled in rats at a neurodevelopmental stage (P12) corresponding to 
full-term human neonate development. Profound differences in the neuropathological 
impacts from lipopolysaccharide (LPS) plus HI-induced patterns of innate immune 
responses have been shown between P1 and P12 rats [13, 14]. Importantly, these 
neuropathological differences reproduce those observed between preterm and term human 
newborns [14]. Thus, LPS+HI-induced brain injury of P12 rat pups is a relevant model for 
the study of term human NE [15]. 
We previously showed that, within term-matched rat brains exposed to systemic LPS+HI, 
neurons produce IL-1β earlier than do glial cells, and that IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) 
was neuroprotective [15]. To further define the neurotoxic mechanisms of IL-1 in the 
immature brain, we hypothesize that IL-1 induces directly and/or indirectly neuronal self-
injury involving matrix metalloproteinase (MMP)-9, blood-brain barrier (BBB) disruption 
and polymorphonuclear cell (PMN) infiltration.  
 
Materials and Methods 
 
Rat model 
Our pre-clinical model was designed as previously described [15]. Briefly, Lewis dams 
were obtained from Charles River Laboratories (Saint-Constant, QC, Canada) between 
90 
 
 
gestational day 14 (G14) and 16 (G16). P12 pups received a single intraperitoneal (ip) 
injection of LPS (200 μg/kg diluted in 50 μL of saline) from E. coli or saline. Ischemia was 
induced 4 h after LPS administration by permanent ligature of the right common carotid 
artery followed by 8% oxygen exposure at 37+/- 1°C for 1.5 h. A control (Ctl) group 
underwent no surgery and a sham surgery group was submitted to the common carotid 
artery exposure without ligature. Because we found no observable difference in the results 
of these two groups, both were combined and identified as the Ctl group. Pups from each 
litter were randomized in three different experimental groups (Ctl, LPS+HI, LPS+HI+IL-
1Ra) independently of sex and weight. The end of hypoxia is referred to as 0 h. Pups were 
sacrificed at 4 h (P12), 24 h (P13), 48 h (P14), and 8 days (P20) post-HI. Others were kept 
alive until P120 for motor behavior. 
 
Blocking experiments using IL-1Ra and MMP-9 inhibitor (SB3CT)  
Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) was used at a concentration of 200 mg/kg. This 
dose has been demonstrated as the most effective in terms of neuroprotection in adult 
stroke models as well as in the above-mentioned model [15, 16]. The first injection was 
given ip, 30 min before LPS injection. Five other injections were given every 12 h 
thereafter. SB3CT (Sigma, ON) was used at a concentration of 12.5 mg/kg. This dose was 
proven effective in a mouse model of middle cerebral artery occlusion. The first injection 
was given before surgery, a second 4 h after HI, and another every 12 h thereafter for a total 
of six injections. 
 
Histology 
Brains were fixed in paraformaldehyde (PFA) 4% at room temperature, paraffin-embedded, 
and cut in 5 μm slices using a microtome for histological studies. Hematoxylin-eosin 
(H&E) staining was used to visualize and quantify brain injuries. Image J analysis software 
(National Institutes of Health (NIH) Image, http://rsbweb.nih.gov/nih-image/) was used to 
measure the surface of the right hemisphere on coronal sections located at the epicenter of 
the infarct (Bregma -1.00). The right hemisphere surfaces of LPS- and/or HI-exposed rats 
were then compared with those of Ctl. So-called core vs penumbra areas of brain infarcts 
were defined as previously described [15]. Briefly, core injuries were associated with 
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infarcted areas bearing cavitary lesions, whereas penumbra lesions were identified as 
regions surrounding the core where pycnotic neurons or loss of normal neuronal 
architecture were observed. 
 
Immunohistochemistry (IHC) and Immunofluorescence (IF) 
IHC and IF were performed as previously described [5, 15]. Briefly, sections were 
incubated overnight at 4°C with the primary antibodies. The antibodies used are detailed in 
the table. The appropriate HRP-conjugated or AlexaFluor-conjugated secondary Abs were 
used for each primary Ab and incubated for 1 h at room temperature. Labeling was revealed 
using diaminobenzidine (DAB) (Roche, Qc, Canada). Slides were counterstained with 
hematoxylin. IF slides were mounted using a DAPI-containing medium (Invitrogen, 
Ontario, Canada). Negative controls consisted of an additional set of sections, treated 
similarly but without the primary antibody. Labeled cells were counted and cytokines 
expression was analyzed using the Image J analysis software (NIH Image, 
http://rsbweb.nih.gov/nih-image/). 
 
ELISA 
Protein extracts were prepared from right hemisphere forebrains as previously described 
[15]. ELISAs were performed on these protein extracts using ELISA Kits (R&D System, 
MN, US), as previously described [14]. 
 
In situ hybridization 
mRNA encoding for IL-1β was detected and localized on brain sections using dioxigenin-
UTP (DIG) labeled riboprobes. The IL-1β DNA template was amplified using primers with 
specific restriction enzymes: IL-1β BamHI forward 5'- AGT CCT GGA TCC ATG GCA 
ACT GTC CCT GAA CT -3' and IL-1β EcoRI reverse 5'- GGC CGC GAA TTC AGC 
TCA TGG AGA ATA CCA CT-3'. DIG-labeled single-stranded RNA was transcribed from 
commercially available plasmid vectors according to manufacturer instructions (Roche, 
Laval, QC, Canada, 1175025). The in situ hybridization protocol used was that of Dr Jasna 
Kriz [17]. Briefly, slides were dried, post-fixed in 4% paraformaldehyde and digested by 
proteinase K, after which brain sections were washed in water, in a solution of 0.1 M 
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triethanolamine (TEA, pH 8.0), and then acetylated in 0.25% acetic anhydride in 0.1 M 
TEA. Hybridization of brains sections with the riboprobe was performed overnight at 72°C. 
Slides were washed in standard saline citrate (1XSSC: 0.15 M NaCl, 15 mM trisodium 
citrate buffer, pH 7.0), and were then incubated with anti-DIG-AP antibodies overnight at 
4°C. Next, slides were incubated with NBT/BCIP solution, for color development; at room 
temperature for 16 h. Slides were then washed with TBST and mounted with DAKO 
Cytomation Glycergel Mounting Medium. Staining intensities of IL-1β mRNA were 
studied by colorimetric analysis performed with Image J software as previously described 
[15]. 
 
Behavioral tests 
Circling behavior test was performed using the Open field test apparatus. Rat pups at P14 
were placed in the center of the Open field and videotaped for 1.5 min. The movements of 
the pups were scored as following: 0 = absence of circling, 1 = partial circling, 2 = total 
circling [15]. The Open field test was used to determine spontaneous locomotor activity 
and exploratory behavior from P100 to P120, as described previously [5]. Elevated body 
swing test was used, as previously described, to determine long-term motor impairment 
from P100 to P120 [18]. The movements of rats suspended by their tails were video-
recorded. We set the threshold at an angle of 90
o
 for an efficient upswing. Latency before 
the first efficient upswing, the side of the efficient upswing, and the total number of 
efficient upswings were recorded and compared across experimental conditions. The 
Turning in Alley test was performed at P100-120, as previously described, to assess any 
potential persisting shift of lateralization due to motor impairment [19]. Rats were placed 
facing the end of a closed alley: the duration and the side of the turning were recorded. 
 
Data analysis 
Data are presented as means ± SEM. Results across experimental conditions were 
compared using the unpaired t test with Welch correction. The statistical significance level 
was set at p ≤ 0.05. Data from the Ctl group and sham group were combined, as well as 
male and female data, because not significantly different.  
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Table 5.1: List and features of antibodies. 
 
Antibody 
 
Company – reference # 
 
Dilution 
 
 
Anti-DIG-AP 
Anti-NeuN 
Anti-Iba-1 
 
Roche - 11093274910 
Millipore – MAB377 
Abcam - ab15690 
 
1:3000 
1:100 
1:200 
Anti-PMN Cedarlane - CLAD51140 1:200 
Anti-iNOS SCBT - sc-49058 1:100 
Anti-MCP1 Chemicon - AB1834P 1:100 
Anti-CINC1 Abcam - ab10365 1:100 
Anti-claudin 5 Abcam - ab53765 1:100 
Anti-RIP3 SBCT - sc-135170 1:30 
Anti-caspase3 Millipore - AB3623 1:20 
Anti-IL-1β Serotec - AAR15G 1:250 
Anti-MMP-9 Chemicon- AB19016 1:100 
Anti-rabbit-HRP 
Anti-goat-HRP 
Serotec - STAR54 
SCBT - sc-2350          
1:100 
1:100 
Anti-rabbit-Alexa Fluor conjugated Invitrogen - A11012 1:500 
Anti-mouse-Alexa Fluor conjugated Invitrogen - A11005 1:500 
Anti-chicken-Alexa Fluor conjugated Invitrogen - A11039 1:500 
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Results 
 
Distribution of IL-1Ra in LPS+HI-exposed brains 
hrIL-1Ra (ip injected) crossed the blood-brain barrier (BBB), bound to neurons (fig. 5.1A-
C), and rapidly reached a high intracerebral titer (above 2500 pg/mg) at 4 h and 24 h post 
HI (fig. 5.1A). To test whether the BBB might be permeated by an LPS+HI insult, as well 
as its preventability by IL-1Ra, we looked for an albumin leakage through the forebrain 
BBB at 4 h and 48 h post-HI±IL-1Ra. A functional disruption of BBB in LPS+HI condition 
and its prevention by IL-1Ra was demonstrated by a significantly higher albumin 
infiltration in LPS+HI than in LPS+HI+IL-1Ra exposed brains (fig. 5.1D, E). A structural 
disruption of BBB was also shown in LPS+HI-exposed brains at 4 h after post-LPS+HI 
(fig. 5.1F): LPS+HI exposure disrupted the tight junction protein claudin-5 and GFAP 
linear/continuous expression of BBB. IL-1Ra prevented the disruptive effect of LPS+HI on 
the BBB (fig. 5.1F).  
To test whether IL-1Ra immunoreactivity detected at the surface of neurons might interfere 
with IL-1 function, we compared the levels of auto-activation of IL-1 synthesis between 
LPS+HI vs LPS+HI+IL-1Ra conditions (fig. 5.2A-E). Compared to LPS+HI alone, 
forebrains exposed to LPS+HI+IL-1Ra presented a 2-3 fold drop in IL-1β mRNA (in situ 
hybridization) at 1 h post-HI (fig. 5.2E), and in IL-1β expression (ELISA) at 24 h and 48 h 
post-HI (fig 5.2A). This IL-1β synthesis and its drop under IL-1Ra treatment was from 
neuronal cells as shown by in situ hybridization at 1h post-HI (fig. 5.2D, E), and by IHC in 
both core and penumbra at 4 h post-HI (fig. 5.2C). The discrepancy between the diminished 
IL-1 detection on neuronal cell bodies by IHC at 4 h (fig. 5.2C) and its absence of 
decrease at the same time by ELISA (fig. 5.2A) might be due to the rapid binding of IL-
1Ra on the neuronal IL-1Rs that would limit other IL-1 ligands binding at 4 h but without 
any decrease in the amount of free extracellular IL-1 at this early – but not later - time 
points (fig. 5.2A, C). 
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Figure 5.1. Impact of IL-1Ra on the BBB after LPS+HI exposure. Titer (ELISA) of hrIL-
1Ra (pg/mg) in the right cerebral hemisphere at 4 h and 24 h after LPS+HI ± IL-1Ra 
exposure (A). Immunohistochemistry (IHC) staining of hrIL-1Ra associated with neurons 
(arrowhead) in LPS+HI±IL-1Ra-exposed brains at 48 h (B). Relative hrIL-1Ra expression 
(IHC) at 48 h in LPS+HI±IL-1Ra-exposed frontoparietal cortical areas compared to control 
(C). IL-1Ra prevented albumin (IHC staining) entry within the brain at 48 h (D). IL-1Ra 
decreased IHC relative expression of albumin in the right cerebral hemispheres 48 h after 
LPS+HI exposure (E). IL-1Ra prevented LPS+HI-induced BBB disruption (loss of linear 
colocalization of GFAP and Claudin-5 (arrowheads)) as seen by confocal microscopy 
following immunofluorescent (IF) staining of claudin-5 and GFAP of blood vessels of right 
frontoparietal cortical blood vessels of LPS+HI±IL-1Ra-exposed rats at 4 h (F). IF images 
are representative of the blood vessels in damaged areas. Error bars represent means ± 
SEM, scale bar = 10 µm, three to six animals per conditions, unpaired t test with Welch 
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correction, * p ≤ 0.05, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. Abbreviations: GFAP: glial 
fibrillary acidic protein; Clau5: claudin 5. 
 
 
 
  
Figure 5.2. Effect of IL-1Ra on IL-1β in LPS+HI-exposed brains. IL-1Ra decreased titers 
(ELISA) of IL-1β (pg/mg) at 24 and 48 h following LPS+HI exposures (A). IL-1Ra 
decreased IL-1β relative IHC expressions in the right frontoparietal neocortex, white matter 
(WM) and striatum at 4 h after LPS+HI exposures (B). IL-1Ra prevented IHC staining of 
IL-1β in the neocortex of LPS+HI-exposed pups at 4 h post-HI (C). IL-1Ra prevented 
neuronal IL-1β mRNA expression (arrowhead) in the neocortex 1 h after LPS+HI as 
detected by in situ hybridization (D). IL-1Ra decreased relative expression of IL-1β mRNA 
in right frontoparietal cortical neurons 1 h post LPS+HI (E). IF staining of NeuN+ IL-1ra+ 
neurons (F). Error bars represent means ± SEM, scale bar = 10 µm, four to six animals per 
conditions, unpaired t test with Welch correction, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001. 
Abbreviations: W.M.: white matter. 
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IL-1Ra protects against LPS+HI-induced brain injury and ensuing neurobehavioral 
morbidity and mortality 
IL-1Ra reduced LPS+HI-induced mortality (fig. 5.3A). The comparison of H&E staining 
between brains exposed to LPS+HI vs LPS+HI+IL-1Ra showed that IL-1Ra prevented the 
extent of brain injury (fig. 5.3B, C). IL-1Ra exerted a neuroprotective effect on both the 
core and penumbra components of ischemic gray and WM injuries of the forebrain (fig. 
5.3B, C). Behavioral experiments showed that LPS+HI-induced motor impairment was 
prevented by IL-1Ra at both early juvenile (P14) and late adult (P120) time points (fig. 
5.4). This curbing of brain injury, and subsequent motor behavior impairment, was 
associated with an early drop of neuronal IL-1β mRNA expression within the infarcted 
area, from 1 h post-LPS+HI (fig. 5.2D, E). This intra-cerebral drop in IL-1β mRNA and IL-
1 synthesis under IL-1Ra treatment might result from decreased activation of either 
neuronal nuclear factors e.g. NF-B, or nod-like receptors (NLRs) of the inflammasome, or 
both. It has previously been shown that the inflammasome is activated during adult brain 
injury and that NLRP1 and NLRP3 (NLRs) are detected in adult neurons and microglia 
respectively [20]. Our results showed that NLRP1 and NLRP3 remained undetectable at 
P1, but that NLRP1 start to be expressed in cortical and subcortical neurons – but not in 
glial cells – at P12 (fig. 5.5A). NLRP3 was not detected at P1 or P12, but was at P40 in 
glial cells though not in neurons (Fig. 5.5B). This means that NLRP1 driven inflammasome 
might play a role within LPS+HI-exposed neurons to trigger IL-1 release. 
 
98 
 
 
 
Figure 5.3. Effect of IL-1Ra on neuronal morbidity and mortality of LPS+HI exposed 
pups. IL-1Ra decreased the percentage of mortality of pups (A) and the right hemisphere 
percentage of tissue loss in forebrains exposed to LPS+HI (B). Macroscopic view of brain 
damage at P20 by H&E stained on coronal sections of pup exposed to LPS+HI ± IL-1Ra 
(C). Core lesions are indicated by * and penumbra lesions are indicated by P. These lesions 
were reduced by IL-1Ra treatment. Error bars represent means ± SEM, scale bar = 50 µm, 
six to eight animals per condition, unpaired t test with Welch correction, * p ≤ 0.05, *** p ≤ 
0.001. Abbreviations: H&E: hematoxylin and eosin. 
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Figure 5.4. Effect of IL-1ra on motor behavior of LPS+HI-exposed rats at P14 and P120. 
IL-1ra decreased the circling score of animals 48 h after the exposition to LPS+HI (A). At 
P120, IL-1ra decreased the distance travelled in the Open field (B), right/left ratio in 
Turning in Alley (C) and latency to upswing in elevated body swing tests of rats exposed to 
LPS+HI. Error bars represent means ± SEM, ten to 20 animals per conditions, unpaired t 
test with Welch correction, * p ≤ 0.05, *** p ≤ 0.001. Abbreviations: m: meter; sec: second. 
 
 
 
Figure 5.5. Expressions of NLRP1 and NLRP3 in neocortical neurons. IF staining of co-
localizing NeuN+NLRP1+ neurons (arrowheads) in the neocortex at P12 in control rats 
(A). IF staining of co-localizing Iba1+NLRP3+ microglia (arrowheads) in the neocortex at 
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P40 in control rats (B). Scale bar = 10 µm, three to four animals per conditions. 
Abbreviations: NLRP: nod-like receptor protein; NeuN: neuronal nuclei; Iba-1: ionized 
calcium-binding adapter molecule 1. 
 
 
IL-1Ra interferes with key neuroinflammatory mediators and prevents LPS+HI-induced 
PMN recruitment and amoeboid M1 pro-inflammatory polarization of 
macrophage/microglia 
IL-1Ra prevented PMN infiltration within LPS+HI-exposed brains at 48 h (fig. 5.6A, B). 
IL-1Ra also curbed the induction of IL-1β-driven PMN-recruiting chemokine CINC-1 
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1) at 4 h and 24 h ‒ by respectively 3 fold 
and 2 fold ‒ within the LPS+HI injured forebrain (fig. 5.6C, D). 
 
 
 
Figure 5.6. Effects of IL-1Ra on CINC-1 chemokine and PMN infiltration in LPS+HI-
exposed brains. Decreased total cell percentage of PMN infiltration with IL-1Ra in the right 
frontoparietal neocortex at 48 h after LPS+HI (A). IL-1Ra prevented PMN (arrowhead) 
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infiltration (IHC staining) in the infarcted neocortex of LPS+HI-exposed rats (B). 
Decreased relative expression of CINC-1 in the brain of LPS+HI+IL-1Ra-exposed rats 
compared to LPS+HI at 4 h (C). IL-1Ra decreased the titer (ELISA) of CINC-1 (pg/mg) 
within the right cerebral hemisphere at 4 h and 24 h after LPS+HI (D). IHC of CINC-1 in 
the right frontoparietal neocortex 4 h after LPS+HI±IL-1ra (E). Error bars represent means 
± SEM, scale bar = 10 µm, 4 to 6 animals per conditions, unpaired t test with Welch 
correction, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. Abbreviations: PMN: 
polymorphonuclear neutrophils; CINC-1: cytokine-induced neutrophil chemoattractant 1; 
WM: white matter. 
 
 
 IL-1Ra had no effect on the total number of macrophage detected within LPS+HI 
injured brain areas (fig. 5.7A). However, the proportion of inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) positive microglia/macrophages - i.e. M1 polarized macrophages - significantly 
decreased within LPS+HI+IL-1Ra - compared to LPS+HI - affected forebrains (fig. 5.7B, 
F). On the other hand, following IL-1Ra administration, the proportion of arginase 1 
(Arg1)-positive microglia/macrophages ‒ i.e. M2 polarized macrophages ‒ significantly 
rose within LPS+HI+IL-1Ra- compared to LPS+HI-exposed forebrains (fig. 5.7C, G). 
Under IL-1Ra, brain macrophage/microglia bore a quiescent ramified morphology 
compared to an activated amoeboid morphology in the absence of IL-1Ra (fig. 5.7D, E). 
Thus, following LPS+HI aggression, IL-1Ra shifted from M1 towards M2 phenotype, i.e. 
towards non-inflammatory and possibly neuroprotective macrophagic/microglial 
polarization [21]. The induction of an IL-1β-driven macrophage chemokine synthesis, 
namely MCP-1, was also assessed. A significant rise of MCP-1 was observed following 
LPS+HI exposure (fig. 5.7H, I). IL-1Ra decreased the proportion of cells expressing MCP-
1 in neocortical, WM, and striatal areas at 4 h post-HI (fig. 5.7H) but the global 
quantification of MCP-1 expressed within the lesioned cerebral hemisphere did not differ 
between LPS+HI vs LPS+HI+L-1Ra conditions (fig. 5.7I). This is likely due to unbalanced 
intra- vs extra-cellular distribution of MCP-1 depending on IL-1Ra concentration with an 
overall lack of impact of IL-1Ra on macrophagic/microglial density (Fig 5.7A) in cortical 
and subcortical affected areas (fig. 5.7A). 
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Figure 5.7. Effects of IL-1Ra on MCP-1 chemokine, M1/M2 microglia/macrophages 
infiltration and polarization in LPS+HI-exposed brains. Total cell percentages of Iba1+ 
cells in LPS+HI ± IL-1Ra-exposed frontoparietal cortex, white matter, and caudate 
putamen nuclei of the right hemisphere at 48 h (A). Decreased relative expression of iNOS 
(IHC staining) in the right frontoparietal neocortex of LPS+HI+IL-1Ra-exposed rats at 48 h 
compared to LPS+HI (B). Increased Iba1+ cell percentage of Iba1+Arg1+ cells in the 
frontoparietal WM of the right hemisphere of LPS+HI+IL-1Ra-exposed rats at 48 h (C). 
IL-1Ra prevented macrophages activation by keeping them in a ramified morphology 
(arrows), instead of amoeboid (activated) morphology (arrowheads), as shown by CD68 
staining (IHC) at 48 h after LPS+HI (D). Change in the CD68+ cell percentage of 
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activated/quiescent macrophages in LPS+HI ± IL-1Ra-exposed brains (E). IL-1Ra 
prevented IHC staining of iNOS at 48 h after LPS+HI (F). IL-1Ra increased IF staining of 
Iba1+Arg1+ microglia/macrophages (arrowhead) in the frontoparietal white matter of the 
right hemisphere at 48 h (G). IL-1Ra decreased relative expression of MCP-1 (IHC 
staining) in the brain of LPS+HI-exposed rats at 4 h (H). MCP-1 titer (pg/mg) measured by 
ELISA within the right cerebral hemisphere at 4 h and 24 h after LPS+HI (I). Error bars 
represent means ± SEM, scale bar = 10 µm, 4 to 6 animals per conditions, unpaired t test 
with Welch correction, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. 
Abbreviations: Iba1: Ionized calcium-binding adapter molecule 1; Arg1: Arginase 1; iNOS: 
inducible nitric oxide synthase; MCP-1: monocyte chemotactic protein 1; CD68: cluster of 
differentiation 68; WM: white matter. 
 
 
Role of neuronal MMP-9 in LPS+HI-induced neurotoxicity  
Amongst IL-1β-induced effectors of BBB disruption and neural cell death, MMP-9 has 
been shown to be particularly important [22]. Forebrains submitted to LPS+HI showed a 
rise in MMP-9 production compared to Ctl at 48 h post-HI (fig. 5.8A, B). Sixty percent of 
cortical neurons were MMP-9 positive compared to a mere 1 % under Ctl conditions (Fig. 
5.8C). All MMP-9 positive cells were NeuN positive (Fig. 5.8D) in cortical and deep gray 
neurons, whereas no double labeling was observed between MMP-9 and astroglial (GFAP) 
or microglial (Iba1) cell markers (data not shown). MMP-9 expression within the LPS+HI 
exposed brain was fully prevented by IL-1Ra treatment at 48 h (fig. 5.8A, B). MMP-9 
inhibitor administration exerted a neuroprotective effect on both components of ischemic 
brain injury, namely penumbra and core (fig. 8E, F). The level of the protective effect of 
the MMP-9 inhibitor was identical to that of hrIL-1Ra in both core and penumbra lesions of 
the forebrain (fig. 5.8E) meaning that IL-1 and MMP-9 are likely interconnected 
molecules from the same neuroinflammatory cascade. 
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Figure 5.8. Effect of IL-1Ra on MMP-9 expression in LPS+HI-exposed brains. IL-1Ra 
decreased the titer of total MMP-9 (ng/mg) measured by ELISA within the right cerebral 
hemisphere at 48 h after exposure to LPS+HI (A). This decrease is confirmed by 
immunostaining of total MMP-9 expression at 48 h in LPS+HI ± IL-1Ra-exposed brains in 
gray and white matters (B). The proportion of double positive NeuN+MMP-9+ among 
NeuN+ neurons  (D) from the frontoparietal neocortex of the right hemisphere at 48 h after 
LPS+HI was not affected by IL-1Ra exposures (C). Decreased right hemisphere percentage 
of tissue loss in LPS+HI-exposed forebrains treated by IL-1Ra or by SB-3CT at P20 (E). 
SB3CT prevented the extent of brain lesions after LPS+HI exposure in the same measure as 
IL-1Ra (F). Core of the lesion was indicated by *. Error bars represent means ± SEM, scale 
bar = 10 µm, 4 to 6 animals per conditions, unpaired t test with Welch correction, * p ≤ 
0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. Abbreviations: MMP9: matrix metallo-
protease 9; NeuN: neuronal nuclei; WM: white matter. 
 
 
Impact of IL-1Ra on cell death mechanisms  
LPS+HI acted differently on cell-death pathway activations depending on forebrain areas. 
In the LPS+HI-exposed compared to Ctl neocortex, RIP-3-induced necroptosis occurred at 
4 h post-HI (fig. 5.9A), whereas no change in activated caspase-3 was detected at 4 h, 24 h 
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(data not shown), or 48 h post-HI (fig. 5.9A, B). Within the LPS+HI-exposed compared to 
Ctl striatum, both RIP-3 (at 4 h post-HI) and activated caspase-3 (at 48 h post-HI) were 
involved in LPS+HI-induced neural cell death (fig. 5.9A, B). In the LPS+HI-exposed vs Ctl 
WM, RIP-3-induced necroptosis was activated at 4 h post-HI (fig. 5.9A, B) whereas 
activated caspase-3 expression was not affected at 4, 24, and 48 h post-HI. IL-1Ra curbed 
the expression of activated caspase-3 in the LPS+HI-exposed striatum as well as that of 
RIP-3 induced necroptosis in the LPS+HI-exposed neocortex and WM (fig. 5.9A, B). 
 
 
 
Figure 5.9. Effect of IL-1Ra on neuronal death effectors in LPS+HI-exposed brains. 
Decreased relative expression (IHC staining) of RIP-3 within right frontoparietal neocortex, 
but not in the WM and caudate putamen nuclei exposed to LPS+HI+IL-1Ra compared to 
LPS+HI at 4 h post-HI (A). Following LPS+HI insults, IL-1Ra decreased the percentage of 
caspase-3+ cells (IHC staining) in the striatum at 48 h post-HI (B). Error bars represent 
means ± SEM, four to six animals per conditions, unpaired t test with Welch correction, * p 
≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001. Abbreviations: RIP3: receptor interacting protein 3; 
WM: white matter. 
 
 
IL-1Ra tolerance 
Follow up to P120 revealed no mortality following the hypoxic phase in rats exposed to 
sole LPS+HI vs LPS+HI+IL-1Ra. Beyond those above mentioned, we observed no 
particular clinical manifestation between animals exposed to LPS+HI versus LPS+HI+IL-
1Ra. Since the first injection of IL-1Ra until 10 days later, there was no significant 
difference in central body temperature between animals from the Ctl vs LPS+HI vs 
LPS+HI+IL-1Ra experimental groups  (fig. 5.10A). This means that the neuroprotective 
and anti-inflammatory effects we observed during – and following - IL-1Ra administration 
106 
 
 
was not due to hypothermia. IL-1Ra did not affect the weight of LPS+HI animals compared 
to Ctl at P15, P20, P25 and P100 (fig. 5.10B). 
 
 
Figure 5.10. Effect of IL-1Ra on the temperature and the weight growth of LPS+HI-
exposed rats. IL-1Ra had no effect on central temperature (A) and body weight (B) of 
LPS+HI-exposed rats. Error bars represent means ± SEM, eight to 16 animals per 
conditions, unpaired t test with Welch correction. Error bars represent means ± SEM. 
Abbreviations: 
o
C: degree Celsius; g: gram. 
 
 
Discussion 
 
 Our key findings are that IL-1β and MMP-9 from neuronal origin play a central role 
in LPS+HI-induced injury of the newborn brain. Neuronal IL-1β might be up regulated 
both via mRNA synthesis and NLRP1 inflammasome activation. IL-1Ra (peripherally 
administered) reaches the brain and interacts directly with neuronal cells to interfere with 
IL-1 mRNA and protein, and MMP-9 synthesis. Neuronal IL-1β up-regulates chemokines 
(CINC-1, MCP-1), as well as other pro-inflammatory and neurotoxic mediators, namely 
iNOS and MMP-9. MMP-9 – likely in combination with iNOS – might participate to 
disrupt the BBB [23, 24]. BBB leaks, combined to CINC-1 up-regulation, would facilitate 
PMN infiltration within the brain. IL-1β modulated macrophages’ polarization since its 
blockade shifted the M1/M2 balance towards an M2 anti-inflammatory and neuroprotective 
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phenotype. Finally, IL-1β activates of neural cell death pathways, namely RIP-3-mediated 
necroptosis and caspase-3-mediated apoptosis. Altogether, these results show that IL-1 
and MMP-9 contribute to neuronal self-injury and that their blockade curbs this effect. 
 
Pro-IL-1β is cleaved by a macromolecular complex called the inflammasome for IL-1β 
secretion to occur [25]. Stimuli triggering inflammasome assembly and activation, within 
LPS+HI-exposed neurons, could be damage-associated molecular patterns (DAMPs) 
release due to the release of endogenous molecules following cellular damage such as that 
induced by LPS+HI [20]. Inflammasome-dependent IL-1β processing relies on distinct 
NLRs that respond to the intracellular milieu and trigger inflammasome assembly [20]. We 
showed that NLRs expression within neural cells is developmentally regulated, NLRP1 
being expressed at P12 (but not P1) within neurons. NLRP3 however was undetected in the 
P1 or P12 immature brain and only expressed later. Thus, exposure to LPS+HI might 
release DAMPs within the cytoplasm of neurons leading to exacerbated activation of IL-1β, 
through NLRP1 inflammasome activation. In addition, LPS might interact with TLR-4 to 
increase the synthesis of IL-1 via NFB activation. Such ability of neurons to produce IL-
1β mRNA and protein has also been reported by others in rodents subjected to either HI, 
traumatic or excitotoxic brain injury [26-28]. Thus, exposure to LPS+HI at a specific term-
like stage of brain development may lead to an autocrine/paracrine loop of neuronal self-
injury, mediated by IL-1β and subsequent neurotoxic mechanisms such as IL-1β-induced 
MMP-9 and NO production, and/or IL-1β exacerbation of excitotoxic damage [25, 29]. 
Consistent with such mechanisms, IL-1Ra blockade of the IL-1β signaling pathway 
decreases the extent of LPS+HI-induced brain injury. Another mechanism whereby IL-1Ra 
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limits LPS+HI-induced injury appears to be by preventing the IL-1 induced M1 
polarization of macrophages [30].  
 
MMP-9 competitive inhibitor shrunk the size of LPS+HI-induced brain lesions to a same 
extent as IL-1Ra treatment. MMP-9 induces cell death via anoikis, an integrin-mediated 
form of caspase-3 induced apoptosis [31]. When the cell loses its tether to the extracellular 
matrix, anoikis is induced via caspase-9 and the apoptosome [31]. Such a cell death 
mechanism is relevant to our findings showing LPS+HI-induction of activated caspase-3 
and subsequent neuronal cell death ‒ that is preventable by MMP-9 inhibitor treatment.  
MMP-9 also alters the BBB by degrading the lamina of intra-cerebral blood vessels. Such 
disruption would enable pro-inflammatory and/or neurotoxic mediators to leak through the 
BBB and thus increase the extent of intra-cerebral lesions. NO is also known for its 
deleterious effects on the BBB [32]. Causing a rise of expression of iNOS in LPS+HI 
brains, together NO and MMP-9 could alter the BBB permeability. 
 
We also observed cerebral expression of TNFα following LPS+HI exposure (data not 
shown). It is known that TNFα ‒ the synthesis of which is induced by IL-1β ‒ mediates 
receptor-interacting-protein (RIP) kinase dependent necroptosis [33]. RIP-1 and 3 associate 
with TNF receptor associated death domain (TRADD) and migrate to the mitochondria 
[33]. This complex releases reactive oxygen species (ROS) and DNAses from the 
mitochondria, inducing necroptosis [33]. Accordingly, our findings show that RIP-3 
expression is increased after LPS+HI. IL-1β-induced MMP-9 (see fig. 5.8) also activates 
necroptosis via FAS-FAS ligand (FASL) interaction through FAS associated death domain 
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(FADD) [31, 33]. RIP kinases associated with FADD, as well as TRADD, activate 
necroptosis [33]. Either of these cell death mechanisms might be involved in LPS+HI-
induced brain damage in term NE. In human NE, the only current treatment known to be 
efficient is hypothermia [34, 35]. Hypothermia acts on penumbra but not core lesions in 
animal models of neonatal HI encephalopathy [34]. In human NE, hypothermia imparts 
only partial neuroprotection. IL-1Ra, which acts on both, may one day afford additional 
neuroprotective benefits to hypothermia [34, 35]. However, this needs to be tested in future 
clinical trials. 
 
Conclusion 
 
Interfering with neuronal IL-1β signaling damped neuroinflammation of core and 
penumbra brain lesions ‒ switch from M1 to M2 macrophage/microglial polarization and 
decreased PMN infiltration as well as iNOS and chemokine productions ‒, and alleviated 
motor impairments. Neuroprotective treatments available against NE are very limited. They 
mainly consist in symptomatic supportive care and in hypothermia that leave about 50% of 
the patients affected by moderate or severe neurobehavioral sequelae. rhIL-1Ra, possibly 
combined to hypothermia, might be a promising translational option to prevent the severe 
neurodisabilities complicating NE. 
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List of abbreviations 
Ab  antibody 
Arg1  arginase 1 
BBB  blood-brain barrier 
CINC-1 cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1 
CLAU5 claudin 5 
DAMP danger-associated molecular pattern 
DIG  digoxigenin 
FADD  Fas associated death domain 
G  gestational day 
GFAP  glial fibrillary acidic protein 
H&E  hematoxylin eosin 
HI  hypoxia/ischemia 
hr  human recombinant 
Iba-1  ionized calcium-binding adapter molecule 1 
ip  intra peritoneal 
IF  immunofluorescence 
IL  interleukin 
IL-1Ra interleukin-1 receptor antagonist 
IHC  immunohistochemistry 
iNOS  inducible nitric oxide synthase 
LPS   lipopolysaccharide 
MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1 
MMP  matrix metalloprotease 
NeuN  neuronal nuclei 
NLRP  nod-like receptor protein 
P   post-natal day 
PAMP  pathogen-associated molecular pattern 
PMN  polymorphonuclear neutrophil 
Ra  receptor antagonist 
RIP  receptor-interacting-protein 
TNF  tumor necrosis factor 
TRADD TNFα receptor associated death domain 
WM  white matter 
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6  Effets du LPS+HI à court terme sur le comportement moteur 
 
6.1 Effet du LPS+HI sur la motricité spontanée 
 
 En plus des tests de comportements moteurs à long terme (P120) effectués sur les 
rats exposés au LPS+HI ± IL-1ra, nous avons conduit une batterie de tests à jeune âge (P12 
à P40). Une première série de tests a été faite de P12 à P25 sur la motricité spontanée. Dans 
un premier temps, nous avons observé le comportement de circling des rats suite à 
l’exposition au LPS+HI ± IL-1ra.  Nous avons placé les rats sur une surface plane et avons 
regardé leur déplacement spontané durant 1 min 30. Ce comportement nous permet 
d’observer une latéralisation des dommages cérébraux suite au LPS+HI. Nous avons 
associé un score avec ce comportement : 0=aucun circling, 1=circling partiel, 2=circling 
total. À 24 h, les ratons exposés au LPS+HI ± IL-1ra démontraient un comportement de 
circling important (Figure 1A). À 48 h, les rats traités avec l’IL-1ra avaient perdu le 
comportement de circling, alors que les rats exposés au LPS+HI avaient toujours ce 
comportement (Figure 6.1B). Le circling est transitoire et disparait après 48 h (résultats non 
montrés). Nous avons, par la suite, observé l’exploration des rats dans l’openfield. Au cours 
de ce test, l’animal est placé dans une boite en plexiglass de 40 cm x 40 cm x 40 cm. 
L’animal est filmé par le dessus pendant 5 minutes et différents éléments du mouvement 
sont enregistrés. Le premier élément du mouvement enregistré est la distance parcourue par 
l’animal lors des cinq minutes passées à l’intérieur de la boite. Nous n’avons observé 
aucune différence entre les différentes conditions (Figure 6.2A). Les autres critères 
observés, soit le temps mobile, les zones entrées (Figure 6.2B, C) la vitesse de déplacement 
et le temps immobile (résultats non montrés) n’ont pas démontré de différence eux non plus 
suite à l’exposition au LPS+HI ± IL-1ra. 
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Figure 6.1. Effet du LPS+HI sur le circling. L’exposition au LPS+HI ± IL-1ra augmente le 
comportement de circling à 24 h (A). L’IL-1ra corrige le comportement de circling suite à 
l’exposition au LPS+HI à 48 h (B). Les barres d’erreurs représentent la moyenne ± SEM, 
n=6-10 par conditions, test de t non pairé avec correction de Welch, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 
0.001. 
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Figure 6.2. Effet du LPS+HI sur la motricité spontanée dans l’openfield. Aucun effet de 
l’exposition au LPS+HI ± IL-1ra n’a été observé lors de l’openfield sur la distance (A), le 
temps de mobilité (B), et les différentes zones entrées (C). Les barres d’erreurs représentent 
la moyenne ± SEM, n=5-10 par condition, test de t non pairé avec correction de Welch. 
Abréviations : m : mètre ; s : seconde. 
 
 
 Un deuxième test de motricité spontanée a été effectué en parallèle avec l’openfield. 
Il s’agit de l’elevated body swing test (EBST). Le rat est maintenu par la queue la tête en 
bas et filmé. Ses redressements verticaux et le temps de latence avant le premier 
redressement sont comptabilisés. Encore une fois, aucune différence n’a été observée dans 
les différentes conditions (Figure 6.3).  
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Figure 6.3. Effet de l’IL-1ra sur l’EBST. Aucun effet de l’exposition au LPS+HI ± IL-1ra 
n’a été observé lors du test de l’EBST au niveau du temps de latence avant le premier 
redressement efficace (A) et du nombre de redressement efficace (B). Les barres d’erreurs 
représentent la moyenne ± SEM, n=5-10 par conditions test de t non pairé avec correction 
de Welch. Abréviation : s : seconde. 
 
 
6.2 Effet du LPS+HI sur la motricité forcée et la force distale 
 
 Dans un deuxième temps, la motricité forcée a été évaluée. Il s’agit du test du 
Rotarod. Les animaux sont placés sur un cylindre rotatif qui accélère de 4 à 40 rpm en 1 
minute. Le temps de latence avant la chute du cylindre est observée. Ce test est effectué un 
peu plus tardivement (P30 à P40), puisque les ratons ne sont pas assez mature pour avoir la 
capacité d’exécuter ce test plus jeune. Les ratons exposés au LPS+HI présentent un déficit 
moteur dévoilé par le Rotarod. En effet, le temps de latence avant la chute est plus court de 
35 % dans la condition LPS+HI comparativement au contrôle. Cette baisse de rendement 
est aussi observée suite à l’administration de l’IL-1ra (Figure 6.4A). Cependant, aucune 
différence au niveau de la vitesse du cylindre avant la chute n’a été observée dans les 
différentes conditions (figure 6.4B). L’accélération rapide du cylindre ne peut être mesurée 
avec précision et pourrait masquer les différences entre les conditions. Un autre test 
effectué en parallèle du Rotarod : le test du grip strength. Il évalue la force distale des rats 
exposés au LPS+HI ± IL-1ra. Il s’agit d’une grille attaché à un capteur qui permet de lire la 
force d’agrippement des rats. On place les pattes avant des rats sur la grille et on mesure la 
Redressements totaux 
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force nécessaire pour faire décrocher le rat. Encore une fois, aucune différence n’a été 
observée dans les différents groupes expérimentaux suite à ce test (Figure 6.4C). 
 
 
Figure 6.4. Effet de l’IL-1ra sur la motricité forcée et la force distale. Une baisse de la 
capacité motrice est observée avec le Rotarod chez les rats exposés au LPS+HI au niveau 
du temps de latence avant la chute (A) et n’est pas corrigée par le traitement à l’IL-1ra. 
Cette baisse n’est pas observée au niveau de la vitesse du cylindre avant la chute (B). 
Aucune différence n’est observée au niveau de la force distale des rats LPS+HI ± IL-1ra 
(C). Les barres d’erreurs représentent la moyenne ± SEM, n=6-10 par conditions, test de t 
non pairé avec correction de Welch, *** p ≤ 0.001. Abréviations : s : seconde ; rpm : 
révolution par minute ; g : gramme. 
 
 
Ces résultats négatifs sont, cependant, en accord avec les observations des symptômes 
moteurs chez l’homme. Certains cliniciens parlent de latence des symptômes. En effet, un 
décalage dans l’expression des symptômes est observé chez l’homme suite à une agression 
cérébrale menant à une EN. Ce décalage peut prendre de 3-24 mois chez l’homme 
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(Russman and Ashwal 2004). Il s’explique au moins en partie par l’immaturité 
(myélinisation encore incomplète, par exemple) des voies motrices à ce stade de 
développement, qui fait en sorte que les régions lésées ne sont pas encore engagées dans 
leurs fonctions motrices. Cette interprétation réconcilie les divergences d’impact moteur 
que nous avons observons entre les stades immédiatement post-agression et plus tardifs 
(P120) que nous avons observé (voir chapitre 5, article 2, pages 95-97).  
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7 Discussion 
 
 
7.1 Pertinence clinique de notre modèle 
 
 L’effet potentialisateur du LPS sur l’HI ayant déjà été démontré dans des modèles 
précliniques de nouveau-nés prématurés, nous avons développé un modèle préclinique 
original d’EHI néonatale chez le nouveau-né à terme (Yang et al. 2004; Girard et al. 2009). 
Ce modèle original démontre pour la première fois des conséquences neuropathologiques et 
comportementale issues du scenario pathologique le plus fréquent, c’est-à-dire la 
combinaison néonatale d’une infection/inflammation suivie d’une HI. Nous observons chez 
les animaux exposés au LPS+HI des infarctus cérébraux localisés au niveau du cortex 
frontal et pariétal, de la substance blanche sous-jacente, et des noyaux lenticulaires caudé et 
putamen. Ces dommages ont été documentés en histologie et en imagerie en résonance 
magnétique (IRM). Le patron de dommages observé est totalement différent de celui 
observé chez le raton à P1 (développement cérébrale équivalent au nouveau-né très 
prématuré, soit < 33 semaines de gestation) exposé aux mêmes agressions (Girard et al. 
2009; Brochu et al. 2011). Le LPS+HI ne produit pas d’infarctus à P1 mais des foyers 
laminaires épars de mort neuronale dans le néocortex et les noyaux caudé et putamen 
(patron dit de nécrose neuronale sélective) associés avec une perte de substance blanche 
périventriculaire, qui est typique des nouveau-nés très prématurés (Girard et al. 2009). À P7 
(niveau de développement cérébrale équivalent celui du nouveau-né prématuré tardif (34-
37 semaines de gestation chez l’homme)), le LPS+HI induit un mixte des dommages 
observés à P1 et P12, soit des infarctus de petite taille combinés avec des lésions de nécrose 
neuronale sélective lamellaires ou colonnaires (Towfighi et al. 1997; Vannucci et al. 1997). 
L’observation d’une variété de dommages cérébraux sur des modèles murins d’âge 
relativement rapproché (P1 vs P7 vs P12), reflète bien les différents profils de dommages 
observés aux différents niveaux de maturation des nouveau-nés humains, très prématurés, 
prématurés et à terme (Gramsbergen 2001). Nos résultats confirment donc la pertinence 
clinique, aux plans physiopathologique et neuropathologique, de notre protocole 
expérimental et du modèle choisi. Puisque les dommages observés à P12 suite à 
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l’exposition au LPS+HI sont localisées dans les centres de contrôle moteur (cortical et 
sous-cortical), nous pouvons affirmer que ces dommages sont impliqués dans les 
conséquences comportementales que nous avons objectivés dans notre modèle, soit le 
comportement de circling (déplacements rotatoires de l’animal témoignant d’une asymétrie 
de la poussée des muscles des hémicorps) et la perte d’agilité des rats. Dans d’autres 
modèles de rongeurs soumis à une HI, seule une hyperactivité transitoire a été observée 
suite aux lésions cérébrales (Lubics et al. 2005). De plus, les effets comportementaux à 
long terme ont rarement été investigués dans la littérature, excepté dans un modèle de lapin 
exposé à l’HI qui démontre une forme de spasticité (Fan et al. 2009). Selon nos 
connaissances, notre modèle est donc le premier parmi les modèles murins à démontrer des 
déficits comportementaux à long terme. Notre modèle confirme aussi que l’association 
entre dommages cérébraux et endotoxinémie+HI, abondamment documenté 
épidémiologiquement chez le nouveau-né humain (Nelson 2002),  correspond selon nos 
résultats expérimentaux à une association causale. De plus, nous observons un décalage 
dans l’expression des symptômes moteurs associés avec les encéphalopathies, ce qui est 
aussi observé chez l’homme (Nelson 2002). Nos résultats expérimentaux sont également 
pertinents vis-à-vis des symptômes de la paralysie cérébrale chez l’homme (Nelson 2002). 
Cependant, le manque de symptômes spastiques ou dystoniques associé avec les limitations 
de l’utilisation d’un modèle de rongeur (le niveau de développement cortical et ses 
implications distinctes dans le contrôle moteur, comparativement à l’homme) se doit d’être 
mentionné (Johnston et al. 2005). 
 
 
7.2 Mécanistique de l’effet potentialisateur du LPS sur l’HI en terme de 
neuroinflammation et mort neuronale néonatale 
 
 Nous avons observé une augmentation de la mortalité et de la morbidité neuronale 
lorsque nous combinons l’HI avec une préexposition au LPS, comparativement à l’HI 
seule. Une première explication pourrait être l’activation par l’HI et le LPS du facteur de 
transcription hypoxia-inducible factor (HIF)-1α (Fan et al. 2009). L’activation de ce facteur 
promeut l’expression de cytokines pro-inflammatoires et la phagocytose cellulaire dans les 
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conditions anaérobiques (Zinkernagel et al. 2007). L’administration systémique de LPS 
peut aussi induire une réponse immune cérébrale avec l’interaction directe avec le TLR4 
(Lehnardt et al. 2003). De façon intéressante, dans les microglies et les astrocytes, l’HI a 
été démontrée comme activant indirectement les voies de signalisation du TLR4 via des 
ligands endogènes comme les heat-shock proteins (Chen et al. 2009). L’activation du TLR4 
déclenche les voies de signalisation du NF-κB qui sont activées par l’IL-1β et le TNFα 
(Caso et al. 2007). Le NF-κB et l’HIF-1α sont des facteurs de transcriptions pro-
inflammatoires qui opèrent conjointement dans les cellules astrocytaires et microgliales 
sous l’activation combiné du LPS et de l’HI (Caso et al. 2007). 
 
 Nous avons aussi démontré que c’est l’IL-1β d’origine neuronale qui joue un rôle 
primordial dans l’élaboration des dommages cérébraux induits par le LPS+HI chez le 
nouveau-né à terme. L’IL-1β d’origine neuronale semble régulée dans notre modèle à la 
fois au niveau de la synthèse d’ARNm et par l’activation de l’inflammasome NLRP1.  
Cette induction d’IL-1β contribue à l’expression de chimiokines (CINC-1, MCP-1) et 
d’autres médiateurs inflammatoires et neurotoxiques (NO, MMP-9). MMP-9 perméabilise 
la BHE ce qui, combiné avec l’expression de CINC-1, permet l’infiltration de neutrophiles 
dans le parenchyme cérébrale. L’IL-1β joue aussi un rôle dans la polarisation pro-
inflammatoire M1 des macrophages, et le blocage de cette cytokine inverse la balance 
M1/M2 vers les macrophages M2 anti-inflammatoires. Finalement, nous avons montré que 
l’IL-1β active les voies de signalisations de mort cellulaire neurale, soit la nécroptose par 
RIP-3 et l’apoptose par caspase-3. En résumé, nos résultats indiquent que l’IL-1β et MMP-
9 joueraient un rôle clef dans une boucle d’autodestruction neuronale; cette autodestruction 
étant grandement diminuée suite au blocage de ces deux molécules (Figure 7.1). 
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Figure 7.1 : Schéma de l’implication de l’IL-1β neuronal dans l’élaboration des 
dommages cérébraux suite au LPS+HI.  
 
 
 
 Pour pouvoir sécréter l’IL-1β, la cellule doit cliver la pro-IL-1β à l’aide de 
complexes macromoléculaires appelé inflammasomes (Sutterwala et al. 2007). La plupart 
des cellules neurales (microglies, astrocytes et neurones), possède la machinerie nécessaire 
pour assembler l’inflammasome et sont ainsi capable de sécréter de l’IL-1β (Brough et al. 
2011). La nature exacte de l’assemblage et du déclenchement de l’inflammasome est 
méconnue, mais différents DAMP et PAMP peuvent déclencher le mécanisme de 
transformation de l’IL-1β dépendant de l’inflammasome (Sutterwala et al. 2007). Le tout 
dépend de la présence de NLR, qui sont responsables de la détection intracellulaire et 
déclenchent la formation de l’inflammasome (Schroder and Tschopp 2010). Il a été 
démontré que l’inflammasome est activé suite à des lésions cérébrales (Brough et al. 2011). 
NLRP1 et NLRP3 sont présents dans les neurones et les microglies respectivement (Brough 
et al. 2011). Les deux activent la pro-IL-1β et sont activés par des PAMP et DAMP 
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différents. L’exposition au LPS ou à l’HI amène une libération de DAMP et, lorsque 
combinés, peuvent mener à une suractivation et surexpression d’IL-1β passant 
possiblement par NLRP1 (Brough et al. 2011).  Cette habilité des neurones à produire de 
l’IL-1β (ARNm et protéine) a déjà été démontré dans des études d’exposition à l’HI, au 
trauma crânien et à l’excitotoxicité ainsi que sur des cerveaux humains atteints de lésions 
périnatales (Tchelingerian et al. 1996; Sairanen et al. 1997; Kadhim et al. 2003). Donc, une 
exposition au LPS+HI, spécifique à ce niveau de développement cérébrale, peut être 
responsable de l’autodestruction neuronale via l’interaction de DAMP avec NLRP1, la 
production d’IL-1β et ses mécanismes neurotoxiques comme la production de NO ou 
l’exacerbation de l’excitotoxicité. Le rôle de NLRP1 pourrait être confirmé en testant 
l’effet neuroprotecteur in vivo d’un anticorps anti-NLRP1, tel que décrit (Fann et al. 2013), 
ou en utilisant des siRNA adaptés.  
 
 Conséquemment, selon cette hypothèse, le blocage de la signalisation de l’IL-1β 
avec son antagoniste naturel (IL-1ra) diminue l’étendue des dommages cérébraux causés 
par le LPS+HI chez le rat. De façon intéressante, nous avons démontré que l’expression 
neuronale de NLRP1 est régulée lors du développement (présence à P12 mais pas à P1), 
alors que NLRP3 n’est pas détectée à P1 ni P12, mais est détectée à des temps plus tardifs. 
Donc, une exposition au LPS+HI à ce niveau spécifique de développement cérébrale 
pourrait être responsable de l’autodestruction des neurones via la production d’IL-1β 
déclenchant des mécanismes neurotoxiques tel la production de MMP-9 et NO induite par 
l’IL-1β, ou l’augmentation des dommages excitotoxiques par l’IL-1β (Allan et al. 2005). 
De pair avec ce mécanisme, l’inhibition de la cascade de signalisation de l’IL-1β avec l’IL-
1ra diminue l’étendue des dommages chez les ratons exposés au LPS+HI. Un des 
mécanismes d’action possible de l’IL-1ra, est la polarisation des macrophages vers un 
phénotype de type anti-inflammatoire réparateur de type M2. L’IL-1β et le LPS sont 
connues pour leur effet polarisant M1 (pro-inflammatoire) sur les macrophages (Martinez 
et al. 2008). Cette polarisation pourrait être régulée par l’activation du facteur NF-κB. 
L’IL-1ra pourrait interagir de façon indirecte avec le facteur NF-κB en inhibant la ligation 
de l’IL-1β à son récepteur et en inhibant l’activation subséquente des cascades de 
signalisations incluant NF-κB (Martinez et al. 2008). 
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 L’inhibiteur compétitif de MMP-9 diminue dans notre modèle l’étendue des lésions 
causées par LPS+HI de façon similaire au traitement à l’IL-1ra. La MMP-9 peut induire 
l’anoïkose, une forme d’apoptose induite par les intégrines lors de la perte de contact avec 
la matrice extracellulaire (Valentijn et al. 2004). Lorsque la cellule perd tout contact avec la 
matrice extracellulaire, l’anoïkose est induite via caspase-9 et l’apoptosome (Valentijn et al. 
2004). Ce mécanisme de mort cellulaire est pertinent avec nos résultats puisque nous 
observons une induction de la caspase-3 (caspase effectrice activée par la caspase-9) et une 
mort cellulaire subséquente induite par le LPS+HI qui est prévenue par le traitement avec 
l’inhibiteur de MMP-9.  La MMP-9 peut aussi affecter la BHE en dégradant la membrane 
basale des vaisseaux sanguins intracérébraux. Cette perte de membrane basale pourrait 
permettre aux facteurs pro-inflammatoires et/ou neurotoxiques de passer la BHE et 
augmenter l’étendue des dommages cérébraux. Le NO est aussi connu comme ayant des 
effets délétères sur la BHE (Danjo et al. 2013). Ayant démontré une augmentation de 
l’expression de iNOS dans les cerveaux exposés au LPS+HI, NO et MMP-9 pourrait agir 
en combinaison pour augmenter la perméabilité de la BHE. 
 
 Nous avons aussi observé une expression cérébrale de TNFα suite à l’exposition au 
LPS+HI (résultats non montrés). Il est connu que l’expression de TNFα, qui est induite par 
l’IL-1β, peut induire la nécroptose dépendante des kinases receptor interacting protein 
(RIP) (Kaiser et al. 2013). Les kinases RIP-1et 3 peuvent s’associer avec le TNF receptor 
associated death domain (TRADD) et migrer à la mitochondrie (Kaiser et al. 2013). Ce 
complexe permet la relâche de ROS et d’ADNases par la mitochondrie, ce qui induit la 
nécroptose (Kaiser et al. 2013). Ceci est d’une grande pertinence avec nos résultats 
démontrant l’augmentation de l’expression cérébrale de RIP-3 après l’exposition au 
LPS+HI. La MMP-9 induite par l’IL-1β peut aussi activer la nécroptose via FAS-FAS 
ligand (FASL) et l’activation du FAS associated death domain (FADD) (Valentijn et al. 
2004; Kaiser et al. 2013). Les kinases RIP peuvent s’associer avec le FADD et former le 
même complexe qu’avec TRADD (Valentijn et al. 2004; Kaiser et al. 2013). Ces deux 
différents mécanismes de mort cellulaires (anoïkose et nécroptose) sont probablement les 
principaux mécanismes de mort cellulaire neurale impliquées dans les lésions cérébrales 
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induites par le LPS+HI. La nécroptose, qui arrive plus rapidement (4 h) et dans le cortex, 
pourrait être le mécanisme principal du cœur des lésions, tandis que l’apoptose, qui arrive 
plus tardivement (48 h), pourrait être le mécanisme principal de la pénombre. Il a été 
démontré dans l’AVC chez l’adulte que le cœur des lésions était attribuable à la nécrose 
(Yuan 2009). Il y a certaines caractéristiques très ressemblantes entre la nécrose et la 
nécroptose (voir introduction, Tableau 6). Il est donc possible que dans les cerveaux de 
nouveau-nés à terme, la nécrose face place à la nécroptose. Ceci expliquerait la grande 
efficacité de l’IL-1ra sur les lésions du cœur suite à l’exposition au LPS+HI dans un 
modèle de nouveau-né à terme. 
 
 Dans l’EN chez l’homme, le seul traitement connu ayant une efficacité démontrée 
est l’hypothermie (Yager et al. 1993; Azzopardi et al. 2009). Il a été démontré, cependant, 
que l’hypothermie a des effets bénéfiques seulement sur la pénombre des lésions, mais n’a 
aucun effet sur le cœur dans les différents modèles animaux d’EN (Yager et al. 1993). Chez 
l’homme, l’hypothermie n’a qu’un effet protecteur partiel pour l’encéphalopathie néonatale 
(Azzopardi et al. 2009). L’IL-1ra, qui a des effets bénéfiques sur les deux régions de 
dommages (cœur et pénombre), pourrait ajouter des bienfaits neuroprotecteurs à 
l’hypothermie et pourrait être une prochaine avenue de recherche pour le traitement de 
l’EN à terme chez l’homme. 
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8 Conclusion 
 
 
 Les dommages induits par l’exposition au LPS+HI de ratons ayant un niveau de 
développement cérébrale comparable à un nouveau-né à terme sont en plusieurs points 
semblables à ceux observés chez l’homme suite à une agression du même type. La cause 
principale de l’étendue des lésions est l’autodestruction des neurones par l’IL-1β. L’IL-1β 
peut induire plusieurs médiateurs inflammatoires et/ou neurotoxiques (chimiokines, MMP-
9, NO) ou induire elle-même de l’excitotoxicité neuronale. L’IL-1β contribue grandement à 
la neuroinflammation induite par l’exposition au LPS+HI en induisant l’expression de 
CINC-1 et MCP-1, des chimiokines permettant l’attraction de neutrophiles et de 
macrophages systémiques vers le parenchyme cérébral et leur activation. Cette infiltration 
cérébrale par les cellules immunitaires systémiques est aussi facilitée par la 
perméabilisation de la barrière hémato-encéphalique suite à l’exposition au LPS+HI.  
 
 L’inhibition de l’IL-1β par son antagoniste naturel, l’IL-1ra, démontre l’implication 
primordiale de l’IL-1β dans la mortalité et la morbidité neuronale suite à l’exposition au 
LPS+HI. L’IL-1ra diminue la mortalité et l’étendue des lésions cérébrales causées par 
l’exposition au LPS+HI. L’IL-1ra passe la barrière hémato-encéphalique, se fixe aux 
neurones et empêche la production d’IL-1β par les neurones affectés. Cette diminution 
d’IL-1β est observée tant au niveau de l’ARNm que de la protéine. La diminution de 
production de l’IL-1β entraine une diminution de la production de médiateurs 
inflammatoires et/ou neurotoxiques. Une baisse de la production de CINC-1, MMP-9 et 
NO est observée. L’IL-1ra n’a pas d’effet sur la chimiokine MCP-1, cependant, nous 
observons un changement dans la polarisation des macrophages infiltrant le parenchyme 
cérébrale. Au lieu d’observer des macrophages polarisés pro-inflammatoires M1, nous 
observons une présence importante de macrophages polarisés anti-inflammatoires 
réparateurs M2. L’IL-1ra diminue aussi la production de facteurs impliqués dans la mort 
cellulaire tel que RIP-3 et caspase-3. Aucun effet adverse de l’IL-1ra n’a été observé sur les 
rats lors de l’étude. 
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 Par ailleurs, nos résultats démontre que MMP-9 est un des principaux médiateurs de 
mort cellulaire neurale étant impliqué dans la destruction de la matrice extracellulaire et 
activant plusieurs voies de l’apoptose et de la nécroptose. Son inhibition démontre une 
diminution significative des dommages (semblable à l’IL-1ra) démontrant une fois de plus 
la grande implication de ce médiateur dans l’élaboration des dommages induits par 
LPS+HI. 
 
 L’hypothermie n’a aucun effet sur la synthèse intra-cérébrale de l’IL-1β ou de 
MMP-9 dans des modèles d’HI chez le rongeur à P7 (Yager et al. 1993). L’hypothermie a 
seulement un effet neuroprotecteur partiel portant sur la pénombre mais pas sur le cœur 
(cavitation du tissu cérébral infarci) ischémique (Yager et al. 1993). Nos résultats indiquent 
donc que l’IL-1ra pourrait complémenter les effets neuroprotecteurs de l’hypothermie via : 
(1) son effet bloquant de l’interaction de l’IL-1 avec son récepteur, (2) son effet de 
régulation négative de la synthèse d’IL-1, (3) son effet de régulation négative sur la 
synthèse de MMP-9, et (4) son efficacité limitante des mécanismes de mort neuronale 
permettant de réduire à la fois la pénombre et le cœur des dommages cérébraux. Ces 
résultats appuient la translation de l’IL-1ra en thérapeutique clinique humaine sous réserve 
de confirmation de sa valeur ajoutée à l’hypothermie dans notre modèle préclinique (étude 
en cours au laboratoire), et de sa bonne tolérance. 
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